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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Οι νοροϊοί οι οποίοι ανήκουν στην οικογένεια Caliciviridae, έχουν αναγνωριστεί 
παγκοσμίως ως η κύρια αιτία της οξείας επιδημικής γαστρεντερίτιδας. Είναι ιοί χωρίς 
περίβλημα, διαμέτρου 27-35nm, με ένα μονόκλωνο θετικής πολικότητας 
πολυαδενυλιωμένο  RNA γένωμα 7,5-7,7  κιλοβάσεων. Το γονιδίωμα τους 
αποτελείται από 3 ORFs. Το ORF1 στο 5'-άκρο του γονιδιώματος κωδικοποιεί 6 μη 
δομικές πρωτεΐνες  (p48, NTPase, p22, Vpg, 3CL, και  RdRp). Το ORF2  κωδικοποιεί 
την κύρια δομική πρωτεΐνη του καψιδίου (VP1) και το ORF3 την καψιδιακή 
πρωτεΐνη (VP2) στο 3'-άκρο του γονιδιώματος. Επί του παρόντος, οι νοροϊοί 
χωρίζονται σε 6 μεγάλες γενοομάδες (GI-GVI) σύμφωνα με την αμινοξική 
αλληλουχία της ποικιλομορφίας του VP1 γονιδίου. Οι GI, GII και GVI μολύνουν 
ανθρώπους, οι GIII και GV μολύνουν βοοειδή και ορισμένα είδη ποντικιών ενώ η 
GVI μολύνει σκύλους. Λόγω της απουσίας συστημάτων κυτταροκαλλιέργειας και 
ενός μικρού ζωικού προτύπου περιορίζονται οι γνώσεις για τη βιολογία, την 
παθογένεια και την αποτελεσματική αντιμετώπιση του ιού. 
Αρχικά, προσπαθήσαμε να ανιχνεύσουμε με μοριακές μεθόδους στελέχη της 
ομάδας GIΙ από 13 περιβαλλοντικά και 10 κλινικά δείγματα. Η ανίχνευση 
πραγματοποιήθηκε με την εφαρμογή της RT-PCR με τους ειδικούς εκκινητές  
ΜΟΝ381-383 (νουκλεοτίδια 5361-5674), ακολούθησε autonested PCR για να 
αυξήσουμε την ευαισθησία της μεθόδου και στη συνέχεια τα θετικά δείγματα 
κλωνοποιήθηκαν, αλληλουχήθηκαν και αναλύθηκαν φυλογενετικά.  
Έπειτα, με τα  θετικά δείγματα που προέκυψαν, προσπαθήσαμε να ενισχύσουμε 
μια διαφορετική περιοχή του γονιδιώματος με ένα δεύτερο ζεύγος εκκινητικών 
μορίων και συγκεκριμένα με τους εκκινητές P290-G2SKR( νουκλεοτίδια 4290-5370). 
Από όλα τα θετικά, μόνο το ένα ενισχύθηκε με το δεύτερο ζεύγος εκκινητών, και 
συγκεκριμένα το κλινικό δείγμα ΑΚ1.Ακολούθησε κλωνοποίηση του στελέχους 
αυτού, αλληλούχιση καθώς και φυλογενετική ανάλυση για να καταλήξουμε στο 
συμπέρασμα ότι το κλινικό δείγμα ΑΚ1 ομαδοποιείται με στελέχη από την GenBank 
τα οποία ανήκουν στην γενετική ομάδα GII4 μεταξύ των οποίων βρίσκονται και τα 
πρότυπα στελέχη Lordsdale, Snow Mountain και Hawaii. 
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Στην παρούσα εργασία βρέθηκε ότι το συγκεκριμένο στέλεχος ΑΚ1 
πιθανολογείται ότι αποτελεί μια νέα παραλλαγή στελέχους της ομάδας GII4 των 
νοροιών.   
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ABSTRACT 
Noroviruses belong to Caliciviridae family and are recognized as a worldwide 
cause of epidemic acute gastroenteritis. They are non-enveloped viruses, 27–35 nm in 
diameter, with a single-stranded positive sense polyadenylated RNA genome of 7.5–
7.7 kb. The genome of NoVs comprises 3 ORFs. ORF1 at the 5'-end of the genome 
encodes for six nonstructural proteins (p48, NTPase, p22, Vpg, 3CL, and RdRp). 
ORF2 encodes the major structural capsid protein (VP1) and ORF3 encodes the 
capsid protein (VP2) at the 3'-end of the genome. Currently, NoVs are divided into six 
major genogroups (GI to GVI) according to the amino acid sequence diversity of the 
VP1 gene. GI, GII, and GIV infect humans, GIII and GV infect bovine and murine 
species, while GVI infect dogs. The lack of available cell culture systems and of a 
small animal model limit our knowledge about the biology, the pathogenesis and 
effective treatment of norovirus. 
Initially, we tried to detect by molecular methods strains of GII group of 13 
environmental and 10 clinical samples. Detection was performed with the application 
of  RT-PCR with primers MON381-383 (nucleotides 5361-5674), followed by 
autonested PCR to increase the sensitivity of the method and then the positive 
samples were cloned, sequenced and analyzed phylogenetically. 
The obtained positive samples were further amplified  to a different region of the 
genome with a second pair of primers and specifically with primers P290-G2SKR 
(nucleotides 4290-5370). Of all positive samples, only one was amplified by the 
second primer pair, and specifically the clinical sample AK1. The PCR products were 
cloned, sequenced and phylogenetical analysis revealed that the clinical sample AK1 
grouped with strains from GenBank which belong to the genetic group GII4 such as 
the reference strains Lordsdale, Snow Mountain and Hawaii . 
In the this study it was found that this particular  strain is probably a new variant 
within the group GII4. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ 
 
Οι νοροϊοί θεωρούνται ίσως οι τέλειοι ανθρώπινοι παθογόνοι μικροοργανισμοί. 
Έχουν δηλαδή όλα τα χαρακτηριστικά ενός ιδανικού μολυσματικού παράγοντα, είναι 
εξαιρετικά μεταδοτικοί και συνεχώς εξελισσόμενοι ιοί. Αυτά τα χαρακτηριστικά 
επέτρεψαν στους νοροϊούς να γίνουν η κύρια αιτία των διαρροϊκών ασθενειών σε όλες 
τις ηλικιακές ομάδες (Hall A.J et al, 2011) καθώς επίσης και η αιτία των κατά το 
ήμισυ συνολικών κρουσμάτων γαστρεντερίτιδας σε όλο τον κόσμο (Patel M.M, ,2009)      
 
 
Εικόνα 1: Αιτίες των τροφιμογενών επιδημιών, δημοσιεύθηκε από το CDC το 2006-
2007. 
 
Στις Ηνωμένες Πολιτείες μόνο, οι νοροϊοί είναι υπεύθυνοι για τις κατ’εκτίμηση 21 
εκατομμύρια περιπτώσεις οξείας γαστρεντερίτιδας ετησίως ,συμπεριλαμβανομένων  
70.000 εισαγωγών σε νοσοκομεία και σχεδόν 800 θανάτων (Scallan E. et al, 2011). Στις 
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αναπτυσσόμενες χώρες επίσης, όπου το μεγαλύτερο ποσοστό των διαρροϊκών 
ασθενειών οφείλεται στους νορροϊούς, εκτιμάται ότι προκαλούν μέχρι και 200.000 
θανάτους ετησίως σε παιδιά κάτω των 5 ετών (Patel M.M et al ,2008). 
Οι νοροϊοί οφείλουν το όνομα τους  στον πρώτο ιό του γένους που  περιγράφηκε  
για πρώτη φορά το 1968  στο Norwalk του Οhio και συγκεκριμένα σε ένα δημοτικό 
σχολείο της περιοχής όπου από τον ιό προσβλήθηκε το 50% των δασκάλων και των 
μαθητών ενώ ακολούθησε και το 32% των συγγενών τους. Τα συμπτώματα της 
ασθένειας ήταν η ναυτία και ο έμετος στο 90% των ασθενών και η διάρροια στο 38% 
των προσβεβλημένων ατόμων από τον ιό. Η ασθένεια διαρκούσε συνήθως 12-24 ώρες 
(Adler J.L and Zickl R., 1969). Για να  εξακριβωθεί η αιτία αυτού του κρούσματος 
ακολούθησε η χορήγηση εκχυλισμάτων κοπράνων απαλλαγμένα από οργανισμούς 
που προερχόταν από τους προσβεβλημένους ασθενείς, τα οποία προκάλεσαν την ίδια 
ασθένεια  σε εθελοντές ανθρώπους. Επίσης πραγματοποιήθηκε και η φυσικοχημική 
επεξεργασία τους αποδεικνύοντας  ότι ο αιτιολογικός παράγοντας ήταν ένας μικρός 
(<36 nm), ανθεκτικός στον αιθέρα (χωρίς κάλυμμα),σχετικά σταθερός στη θέρμανση 
ιός (Dolin R.et al,1972).O ιός Norwalk, ο οποίος αποτελεί ένα πρότυπο στέλεχος  
νοροϊού ,παρατηρήθηκε για πρώτη φορά μέσω ανοσο-ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 
(immune electon microscopy IEM) (Kapikian A.Z. et al., 1972). Πιο συγκεκριμένα 
εθελοντές μολύνθηκαν με διηθήματα κοπράνων από τους εθελοντές των κρουσμάτων 
του Norwalk για να εξεταστεί η ύπαρξη ιών (Εικόνα 2).  
 
 
 
 
Εικόνα 2: Σωματίδια του ιού Norwalk μέσω ΙΕΜ. Aπό  Kapikian  A.Z. et al.,1972. 
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Τα ιϊκά μόρια είχαν καθιζάνει σε μία αντίδραση αντιγόνου-αντισώματος 
χρησιμοποιώντας ορό κατά την φάση ανάρρωσης των εθελοντών και τα συμπλέγματα 
αυτά οπτικοποιήθηκαν με ηλεκτρονική μικροσκοπία (ΕΜ) όπου φάνηκε ότι η 
ποσότητα του αντισώματος ήταν μεγαλύτερη  στον ορό κατά την φάση ανάρρωσης  
σε σχέση με την οξεία φάση της μόλυνσης. Εξαιτίας αυτών  των στοιχείων , ο ιός 
Norwalk (NV) προτάθηκε ως ο αιτιολογικός παράγοντας της γαστρεντερίτιδας στο 
Norwalk του Ohio (Cartel M.J et al.,1991). 
Τα επόμενα χρόνια ανακαλύφθηκαν και άλλοι ιοί παρόμοιοι μορφολογικά με τον ιό 
Norwalk χαρακτηρίζοντάς τους ως μικρούς ιούς κυκλικής διαμόρφωσης (small round-
structured viruses-SRSVs) με πιο γνωστούς τον ιό Hawaii που εμφανίστηκε στη 
Χονολουλού το 1971 και τον ιό Snow Mountain o οποίος εμφανίστηκε το 1976 στο 
Κολοράντο (Thornhill T.S. et al., 1977, Dolin R. et al., 1982). 
Από τα τέλη της δεκαετίας του 1980,ξεκίνησε η μοριακή ανάλυση των νοροϊών, 
όπου για ακόμη μια φορά χορηγήθηκαν σε εθελοντές διηθήματα κοπράνων από 
κρούσματα του Νorwalk για την παραγωγή επαρκών ποσοτήτων ιικών σωματιδίων 
για τον χαρακτηρισμό του γενώματός του ιού. Με την χρήση των σωματιδίων του ιού 
Norwalk επιτεύχθηκε η κλωνοποίηση και ο αρχικός χαρακτηρισμός του RNA 
γενώματός του ιού. Τα επόμενα χρόνια πραγματοποιήθηκε η περαιτέρω ανάλυση του 
γενώματος του Norwalk ιού (Jiang X. et al., 1993) καθώς  επίσης και η ανάλυση των 
γενωμάτων και άλλων νοροϊών που εμπλέκονται στην μολυσματική γαστρεντερίτιδα.     
Το 1993 ανακοινώθηκε η πλήρης αλληλουχία του Southampton ιού, ο οποίος 
απομονώθηκε από ένα παιδί 2 ετών, σε ένα οικογενειακό κρούσμα γαστρεντερίτιδας 
στο Southampton του Ηνωμένου Βασιλείου το 1991 (Lambden P.R. et al.,1993). 
Επιπλέον, κλωνοποιήθηκε το γένωμα και χαρακτηρίσθηκαν νοροϊοί που 
προσβάλουν ζωικούς οργανισμούς όπως ο SW43 των χοίρων, ο Jena των βοοειδών 
και ο murine norovirus-1 των ποντικιών  (Liu B.L. et al.,1999, Karst S.M. et 
al.,1999,Karst S.M. et al.,2003). 
Σήμερα, η ανίχνευση της μόλυνσης από τους νοροϊούς πραγματοποιείται σε 
δείγματα κοπράνων χρησιμοποιώντας τις αντιδράσεις αντίστροφης μεταγραφής (RT) 
και της PCR (Kageyama et al.,2003,Costantini et al.,2010). Εντούτοις η ανίχνευση του 
ιού είναι δύσκολη, κυρίως λόγω της ιδιαίτερα μεταβλητής φύσης του και λόγω των 
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επιπτώσεων που υφίσταται η συγκέντρωση του κατά τη εξαγωγή του από το προς 
εξέταση δείγμα.  
 
 
  1.2 ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ 
 
Οι ιοί της οικογένειας Caliciviridae το 2009 ταξινομήθηκαν σε 5 γένη 
(Norovirus, Sapovirus, Vesivirus, Lagovirus και Nebovirus) (www.ictvonline.org). 
Αργότερα προστέθηκαν οι ιοί Tulane και St-Valerien, χαρακτηρίζοντάς τους ως 
πιθανά νέα γένη της οικογένειας Caliciviridae (Wang Q. et al.,2011). Για την 
ταξινόμηση των νοροϊών ακολουθήθηκαν διάφορα ταξινομικά σχήματα μέχρι την 
ανάπτυξη του συστήματος κατάταξης που είναι σήμερα αποδεκτό για τους 
συγκεκριμένους ιούς (Green K.Y. et al.,2000). Από τη δεκαετία του 1970 ως το 
1990, ο πρότυπος Norwalk ιός και άλλοι μικροί κυκλικοί ιοί (SRSVs) πέρασαν 
διάφορα στάδια κατάταξης σε άλλες ιικές ομάδες ώσπου τελικά να καταταχθούν 
στην οικογένεια των Caliciviridae. 
 Η οικογένεια των Calciviridae δημιουργήθηκε το 1979  και περιλάμβανε θετικής 
πολικότητας RNA ιούς με χαρακτηριστική μορφολογική απεικόνιση των 32 
κυπελλοειδών κοιλοτήτων στη επιφάνεια του ιοσωματίου, εικοσαεδρικής 
συμμετρίας  (Matthews R.E.,1979). Οι νοροϊοί είναι ιοί οι οποίοι κατέχουν ένα 
γραμμικό, θετικής πολικότητας, μονόκλωνο RNA (ssRNA) γένωμα, 7,7 κιλοβάσεων 
περίπου, το οποίο προστατεύεται από το περιβάλλον από ένα πρωτεϊνικό καψίδιο. 
Το καψίδιο αυτό, αποτελείται από μια σημαντική πρωτεΐνη, γνωστή ως πρωτεΐνη 
VP1 και μερικά αντίγραφα μιας δεύτερης μικρής βασικής δομικής πρωτεΐνης 
γνωστής ως VP2 (Jiang X.et al,1990,Prasad B.Vet al.,1999).                                                                      
 O προσδιορισμός των γενετικών ομάδων διεξάγεται γενικά με μερική 
αλληλούχιση της RNA-εξαρτώμενης πολυμεράσης RNA (RdRP) και της περιοχής 
της VP1 καψιδιακής πρωτεΐνης (Kroneman et al., 2011). 
Με βάση την τυπολογία του φυλογενετικού δέντρου και την ανάλυση της 
απόστασης του γονιδιακού καψιδίου ,οι νοροϊοί χωρίζονται σε 6 μεγάλες γενετικές 
ομάδες GI έως GVI (Quan Shen et al.,2012).Οι GI,GII και GIV μολύνουν τους 
ανθρώπους, ενώ οι GIII και GV μολύνουν βοοειδή και κάποια είδη ποντικιών. 
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Πρόσφατα, ερευνητικές ομάδες αναφέρθηκαν σε νοροϊούς οι οποίοι προσβάλουν 
σαρκοφάγα κατοικίδια. Οι λεγόμενοι Canine NoVs (CaNoVs) ανήκουν στη νέα 
προτεινόμενη γενετική ομάδα GVI. Οι ιοί αυτοί βρέθηκαν σε δείγματα κοπράνων 
από σκυλιά με συμπτώματα διάρροιας σε Πορτογαλία και Ιταλία (Mesquita J.R et 
al, 2013) .  
 
 
         
    Εικόνα 3:Γενετική ταξινόμηση των νοροϊών, CDC,2013. 
 
 
1.3 ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΩΝ ΝΟΡΟΪΩΝ 
 
1.3.1 Γενικά χαρακτηριστικά 
 
Οι νοροϊοί, όπως και όλα τα μέλη της οικογένειας Caliciviridae, είναι μικροί ιοί 
εικοσαεδρικού σχήματος με διάμετρο καψιδίου από 27 έως 40nm περίπου και δεν 
περιβάλλονται από φάκελο, ενώ κατέχουν ένα γραμμικό , θετικής πολικότητας, 
μονόκλωνο RNA (ssRNA) γένωμα (Wobus C.E. et al.,2004).Είναι τα πιο σημαντικά 
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παθογόνα που συνδέονται με τις πλωτές και τροφιμογενείς εστίες μη βακτηριακής 
οξείας γαστρεντερίτιδας σε ανθρώπους σε όλο τον κόσμο (Κitajima M. et al., 2012). 
 Ένα από τα χαρακτηριστικά τους είναι η εξαιρετικά χαμηλή μολυσματική τους 
δόση(> 18 ιικά σωματίδια) σε συνδυασμό με τη μεγάλη εξάπλωση του ιού (105-1011  
ιογενή αντίγραφα ανά γραμμάριο κοπράνων), γεγονός που υποδηλώνει ότι μπορούν να 
αποβληθούν από ένα μολυσμένο άτομο έως και 5 δισεκατομμύρια λοιμώδεις δόσεις σε 
κάθε γραμμάριο κοπράνων. Ένα δεύτερο χαρακτηριστικό τους είναι  η σταθερότητα 
τους στο περιβάλλον δηλαδή είναι σε θέση να επιβιώσουν τόσο στην κατάψυξη όσο 
και στην θέρμανση. Επίσης, είναι ανθεκτικοί σε πολλά κοινά χημικά απολυμαντικά και 
μπορεί να παραμείνουν σε επιφάνειες μέχρι και 2 εβδομάδες. Υπάρχει μια μυριάδα 
τρόπων με τους οποίους μπορούν οι νοροϊοί να εξαπλωθούν, συμπεριλαμβανομένης 
της άμεσης επαφής μεταξύ ατόμων μέσω κοπράνων, μέσω προφορικής μετάδοσης, με 
κατάποση μολυσμένων τροφών ή νερού καθώς επίσης και με την πρόσληψη 
σωματιδίων αερολύματος. Τέλος οι νοροϊοί είναι μια γενετικά ποικιλόμορφη ομάδα 
ιών που εξελίσσονται με ταχύτητα, οδηγώντας στην εμφανή έλλειψη παρατεταμένης 
προστατευτικής ανοσίας μετά από την λοίμωξη (Hall A.J.,2012). 
Όσο αναφορά την δυνατότητα μελέτης των ιών αυτών εργαστηριακά, μέχρι 
σήμερα δεν έχει αναπτυχθεί ένα ικανοποιητικό σύστημα κυτταροκαλλιέργειας για 
αυτούς. Το μοναδικό μέλος του γένους Norovirus το οποίο αναπτύσσεται 
ικανοποιητικά σε κυτταροκαλλιέργεια είναι ο νοροϊός των ποντικιών, ο οποίος 
αναπτύσσεται σε πρωτογενή καλλιέργεια μακροφάγων και δενδριτικών κυττάρων από 
ποντικό σχηματίζοντας πλάκες σε κύτταρα RAW264.7 (Wobus C.E. et al.,2004). 
 
1.3.2 Γονιδιακή οργάνωση 
 
Μέχρι το 1990, δεν κατέστη δυνατή η λεπτομερής κατανόηση του γονιδιώματος 
του οργανισμού των νοροϊών καθώς επίσης η επιδημιολογία και η παθογένεια τους, 
μέχρι την στιγμή που ο Jiang και ο Estes κλωνοποίησαν και αλληλούχισαν  το NV ιικό 
γονιδίωμα. Οι νοροϊοί κατέχουν ένα γονιδίωμα 7,5 κιλοβάσεων θετικής πολικότητας, 
μιας RNA αλυσίδας με 3 ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs), τα οποία κωδικοποιούν 
δομικά και μη δομικά γονίδια (Εικόνα 4). 
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Το ιικό RNA συνδέεται ομοιοπολικά με μια ιική πρωτεΐνη γνωστή ως VPg, η 
οποία παρέχει ένα κάλυμμα στο 5΄ άκρο και πιθανολογείται ότι αυτή η πρωτεΐνη 
διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη μεταφορά του γονιδιώματος στις περιοχές της 
αρνητικής σύνθεσης των κλώνων, ενώ στο 3΄ άκρο του γονιδιώματος εμφανίζεται μια 
πολύ-Α ουρά.  
Η ORF1 περιοχή υπερβαίνει τις 5 kb με αποτέλεσμα να καλύπτει τα πρώτα 2/3 του 
γονιδιώματος. Σε αυτή την περιοχή κωδικοποιείται μια πολυπρωτεΐνη 200 kDa, η 
οποία είναι μια πρωτεάση που αποδίδει μη δομικές πρωτεΐνες απαραίτητες για την ιική 
αντιγραφή. Το τελευταίο 1/3 του γονιδιώματος αποτελείται από δύο περιοχές: την 
ORF2 περιοχή 1,8 kb η οποία κωδικοποιεί μια δομική καψιδιακή πρωτεΐνη 57 kDa,την 
VP1 και την ORF2 περιοχή 0,6 kb η οποία με την σειρά της κωδικοποιεί μια βασική 
δομική πρωτεΐνη 22 kDa, την VP2 (Εικόνα 4) (Donaldson E.F. et al.,2008). 
 
 
 
 
Εικόνα 4: H δομή του γονιδιώματος των νοροϊών και οι καψιδιακές περιοχές. 
Το γονιδίωμα των νοροϊών αποτελείται από 3 ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης: Το ORF1 το οποίο 
κωδικοποιεί μη δομικές πρωτεΐνες (ανοιχτό μπλέ) και το ORF2 και ORF3 τα οποία κωδικοποιούν τις 
δομικές πρωτεΐνες (κίτρινο) συμπεριλαμβανομένης της VP1, η οποία είναι η κύρια καψιδιακή πρωτεΐνη, 
καθώς επίσης και της VP2, η οποία είναι μια μικρή δομική πρωτεΐνη. Το μη  δομικό πολυπρωτεϊνικό 
μέρος υποβάλλεται σε επεξεργασία από την ιική Pro (3C like-protease) σε έξι ώριμες πρωτεΐνες: τη N-
terminal πρωτεΐνη, τη NTPase, την p20 της οποίας η λειτουργία παραμένει ακόμα άγνωστη και την VPg, 
η οποία έχει διαπιστωθεί ότι συνδέεται ομοιοπολικά στο 5΄ άκρο του ιικού γονιδιώματος. Η 
σημαντικότερη καψιδιακή πρωτεΐνη είναι η VP1,η οποία υποδιαιρείται περαιτέρω σε δύο κύριες 
περιοχές, την περιοχή κελύφους (S) και την περιοχή του προεξέχοντος βραχίονα (P).H περιοχή P 
διαιρείται περαιτέρω σε  δύο υποπεριοχές την P1 και P2.Τέλος, εμφανίζεται μια εύκαμπτη περιοχή 
άρθρωσης(πορτοκαλί) μεταξύ της περιοχής S (πράσινο) και της περιοχής  P1(σκούρο μπλέ).     
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1.3.3 Δομή ιοσωματίου 
 
Τα ιοσωμάτια των νοροϊών έχουν σχήμα εικοσάεδρου και το ιικό τους καψίδιο 
συγκροτείται από 180 αντίγραφα της VP1 καψιδιακής πρωτεΐνης, τα οποία 
οργανώνονται σε 90 διμερή ανά ιοσωμάτιο με μια εικοσαεδρική συμμετρία Τ=3. Τα 90 
αυτά διμερή σχηματίζουν ένα κέλυφος από όπου 90 καψομερή σχήματος αψίδας 
προεκβάλλουν στους κοντινούς καθορισμένους άξονες και διευθετούνται με τέτοιο 
τρόπο ώστε να είναι ορατές 32 μεγάλες κοιλότητες στις θέσεις της τρίπλευρης και 
πεντάπλευρης περιστρεφόμενης συμμετρίας του εικοσαέδρου. Οι κοιλότητες αυτές 
είναι εκείνες οι οποίες τελικά φαίνονται σαν δομές σχήματος κυπέλλου στην επιφάνεια 
των νοροϊών (Prasad B.V et al.,1994). Τα C:C διμερή επιτελούν σημαντικό ρόλο για τη 
διαμόρφωση του εσωτερικού κοχυλιού του καψιδίου  ενώ τα Α:Β διμερή επεκτείνονται 
πέρα από την επιφάνεια. Το πλήρες καψίδιο εκμεταλλεύεται την στρατηγική αυτή και 
διαμορφώνει ένα σφιχτό ιικό καψίδιο με τις απαραίτητες προεξοχές στην επιφάνεια, οι 
οποίες μπορούν και αλληλεπιδρούν με τον κυτταρικό υποδοχέα, κάνοντας  έτσι εφικτή 
την πρόσδεση και είσοδο του ιού (Εικόνα 5). 
Όπως προαναφέρθηκε, σημαντικό περιορισμό για την ανίχνευση των ανθρώπινων 
νοροϊών αποτελεί η έλλειψη ενός λειτουργικού συστήματος κυτταροκαλλιέργειας ή 
ενός μικρού ζωϊκού προτύπου, έτσι μια αρκετά χρήσιμη μέθοδος για την ανάλυση της 
δομής του καψιδίου είναι η παραγωγή ανασυνδυασμένων σωματιδίων που ομοιάζουν 
με τον ιό (recombinant virus-like particles-rVLPs) τα οποία εκφράζονται μέσω ενός 
συστήματος με baculovirus και μπορούν να υποκαταστήσουν τα «φυσικά» ιοσωμάτια 
(Jiang X. et al., 2000). Από αυτό το ανασυνδυασμένο σύστημα έκφρασης παράγονται 
άφθονες ποσότητες της καψιδιακής πρωτεΐνης, η οποία αυτομάτως μετατρέπεται σε 
ιικά σωματίδια (virus-like,VLPs). Τα μόρια VLPs είναι μορφολογικά και αντιγονικά 
όμοια με τον εγγενή ιό και τα οποία όταν παράγονται σε επαρκείς ποσότητες, 
αποτελούν σημαντικά αντιδραστήρια για την μελέτη του ιού (Baric RS et al 2002, 
Green KY et al.,1993). 
Η ατομική δομή του rVLP του Norwalk ιού έχει προσδιοριστεί μέσω 
κρυσταλλογραφίας ακτινών-Χ, επιτρέποντας έτσι μια πιο λεπτομερή ανάλυση του 
τρόπου δόμησης του ιικού καψιδίου (Prasad B.V et al., 1999). Επίσης, μελέτες 
ηλεκτρονικής κρυομικροσκοπίας έχουν καθορίσει την ύπαρξη στην VP1 καψιδιακή 
πρωτεΐνη, δύο κύριων λειτουργικών επικρατειών, εκείνης του κελύφους (S) και του 
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προεκβάλλοντος βραχίονα (P). Η επικράτεια S σχηματίζει το εσωτερικό τμήμα του 
καψιδίου, έχει σχήμα κελύφους το οποίο περιβάλλει το RNA  γένωμα και είναι 
υπεύθυνο για τη διατήρηση των επαφών για τον σχηματισμό της εικοσαεδρικής δομής 
με Τ=3, ενώ η επικράτεια P είναι υπεύθυνη για τον σχηματισμό των προεξοχών 
σχήματος αψίδας οι οποίες περιέχουν τις διμερείς  επαφές. Η περιοχή Ρ διαιρείται σε 
δύο υποπεριοχές. Οι υποπεριοχές αυτές περιλαμβάνουν, την P1 (αμινοξέα 226-278 και 
406-520), που ενεργεί ως περιοριστική περιοχή μεταξύ του κελύφους S και της 
δεύτερης υποπεριοχής την P2, η οποία είναι η περισσότερο εκτεθειμένη περιοχή της 
καψιδικής πρωτεΐνης (αμινοξέα 279-405) (Prasad B.V et al.,1999, Venkataram Prasad 
B.V et al., 2000, Tan M et al.,2003, Cao S, et al., 2007) (Εικόνα 6Α και 6Β). 
 
 
 
Εικόνα 5: Απεικόνιση ιικού σωματιδίου. Το VLP σχηματίζεται από 180 μονομερή της πρωτεΐνης 
του καψιδίου  που συναρμολογούνται μέσω διαφορετικών διμερών. Παρατηρείται με χρωματισμό το Α-
Β διμερές που προεξέχει από το καψίδιο και αποτελεί τη θέση πρόσδεσης του υποδοχέα και τις θέσεις 
της αντιγονικής ποικιλότητας ( Donaldson et al., 2010). 
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Εικόνα 6: Οι περιοχές και οι υποπεριοχές του καψιδικού μονομερούς NV. Το Α:Β διμερές, 
αποτελείται από δύο μονομερή, το ένα από την αλυσίδα Α, παρουσιάζεται στις «ανοιχτές» σκιές και η 
αλυσίδα Β παρουσιάζεται στις σκοτεινότερες σκιές. Το μονομερές διαιρείται σε δύο περιοχές, την 
περιοχή σχηματισμού κοχύλι (πράσινη) και τις προεξέχουσες περιοχές (Ρ). Η περιοχή Ρ διαιρείται 
περαιτέρω σε P1 (μπλε) και P2 (κόκκινο). Η P1 είναι σημαντική για την αλληλεπίδραση του διμερούς, 
ενώ η P2 είναι η περισσότερο εκτεθειμένη υποπεριοχή του ιού. Η εύκαμπτη περιοχή (πορτοκαλί) που 
βρίσκεται μεταξύ της S και της Ρ περιοχής  επιτρέπει την ευελιξία για τη διαμόρφωση του σχηματισμού 
του καψιδίου. (Α) απεικόνιση του Α:Β διμερούς και (Β) απεικόνιση της επιφάνειας του Α:Β διμερούς. 
 
1.3.4 Ιικές πρωτεΐνες  
    
 Α. Δομικές πρωτεΐνες  
        Τρείς πρωτεΐνες βρίσκονται στα ώριμα ιοσωμάτια των caliciviruses: VP1,VP2 
και VPg (Sosnovtsen S.V. et al 2000). Η κύρια δομική πρωτεΐνη είναι η VP1, περίπου 
60000Da, η οποία είναι παρούσα σε 180 αντίγραφα ή 90 διμερή ανά ιοσωμάτιο. Η VP1 
υποδιαιρείται σε δύο κύριες περιοχές, την συντηρημένη, εσωτερική περιοχή του 
κελύφους (S) και την περιοχή του προεξέχοντος βραχίονα (P). Η περιοχή P 
διαχωρίζεται περαιτέρω σε δύο υποπεριοχές, την P1 και P2, με την P1 να διαμορφώνει 
τις πλευρές της αψίδας των καψομεριδίων και την P2 να βρίσκεται στην κορυφή της 
αψίδας με αποτέλεσμα να την καθιστά ως την πιο μεταβλητή περιοχή στο γονιδίωμα 
των νοροϊών. Η έκθεση της μεταβλητής περιοχής της VP1 στην επιφάνεια του 
ιοσωματίου είναι σύμφωνη με τον αναμενόμενο ρόλο της στην διαμόρφωση μιας 
αντιγονικής θέσης και στην σύνδεση υποδοχέων (Hardly M.E et al 1996, Nilsson M. et 
al 2003).   
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Εικόνα 7: Απεικόνιση της ατομικής δομής της πρωτεΐνης VP1 του ιού Norwalk. 
 
       Η VP2 με μοριακό βάρος 12000-29000Da θεωρείται η δευτερεύουσα δομική 
πρωτεΐνη επειδή είναι παρούσα μόνο σε ένα έως δύο αντίγραφα ανά ιοσωμάτιο. Αν 
και η ακριβής λειτουργία της  είναι άγνωστη, ο πιθανότερος ρόλος της VP2 
πρωτεΐνης είναι η συμμετοχή της στο πακετάρισμα του γενώματος. Η VPg συνδέεται 
ομοιοπολικά με το γενωμικό και υπογενωμικό RNA στα μολυσμένα κύτταρα και 
είναι ένα δευτερεύον συστατικό στα ιοσωμάτια όπου κατ΄εκτίμηση υπάρχουν 1 ή 2 
αντίγραφα ανά σωματίδιο. Αν και  η λειτουργία της VPg πρωτεΐνης είναι άγνωστη, 
πιθανότατα έχει πρωταρχικές λειτουργίες σαν μη δομική πρωτεΐνη κατά τη διάρκεια 
της αντιγραφής. 
 
 
Β. Μη δομικές πρωτεΐνες  
     
 Οι νοροϊοί, όπως και όλοι οι ιοί της οικογένειας Caliciviridae, παράγουν τις 
ώριμες μη δομικές τους πρωτεΐνες με πρωτεολυτική διάσπαση μιας μεγάλης 
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πολυπρωτεΐνης που κωδικοποιείται από την περιοχή ORF1 (Harley M et al., 
2002).Από το Ν-άκρο προς το C-άκρο περιλαμβάνονται οι εξής πρωτεΐνες: μια Ν- 
τελική πρωτεΐνη (p48) μεταξύ 37-48 kDa, μια 2C- νουκλεοτιδική τριφωσφατάση 
(NTPase) ~40 kDa, μια  3Α πρωτεΐνη ~20 kDa (p20), την VPg πρωτεΐνη 16 kDa, την 
3C πρωτεϊνάση (Pro) 19 kDa και την 3D- RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση (Pol) 
μεγέθους 57 kDa (Εικόνα 3). 
Η λειτουργία της Ν-τερματικής πρωτεΐνης (p48) είναι άγνωστη, ωστόσο, η p48 in 
vitro έχει δειχθεί ότι εντοπίζεται στην συσκευή Golgi σε μολυσμένα κύτταρα, 
οδηγώντας έτσι στο συμπέρασμα ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην αναδιοργάνωση της 
μεμβράνης και στην ενδοκυττάρια κίνηση. Η νουκλεοτιδική τριφωσφατάση (NTPase) 
δεσμεύει και υδρολύει NTPs, ενώ η VPg πρωτεΐνη, η οποία συνδέεται ομοιοπολικά 
με το 5΄ άκρο του γονιδιώματος των νοροϊών, είναι σημαντική στην εκκίνηση της 
μεταγραφής και πολύ πιθανόν να παίζει σημαντικό ρόλο στην έναρξη της 
μετάφρασης. Η πρωτεΐνη Pro παρουσιάζει δομική ομοιότητα με την κυτταρική 
χυμοθριψίνη-like πρωτεάση σερίνης και περιέχει την ίδια αλληλουχία αμινοξέων που 
εντοπίζονται στην 3C πρωτεάση των picornavirus. Επιπλέον επεξεργάζεται την 
πολυπρωτεΐνη ORF1 των νοροϊών στις θέσεις διάσπασης των επιμέρους μη δομικών 
πρωτεϊνών : QG, EG, ή ΕΑ. Η ενεργή πλευρά της Pro αποτελείται από μια 
καταλυτική τριάδα που ορίζεται από τα αμινοξέα His30, Glu54 και Cys139, τα οποία 
βρίσκονται στο κέντρο μιας βαθιάς σχισμής μεταξύ του Ν και του C τελικού άκρου. 
Ένας επιπρόσθετος ρόλος της Pro είναι η αναστολή της κυτταρικής μετάφρασης των 
κυτταρικών πρωτεϊνών, οι οποίες δεσμεύουν τους παράγοντες έναρξης της 
μετάφρασης και το RNA.  
Τελευταία αλλά εξίσου σημαντική, αναφέρεται η RNA-εξαρτώμενη RNA 
πολυμεράση (RdRp), η οποία κωδικοποιείται από το αμινοξύ 1281 έως το 
καρβοξυλικό άκρο του ORF1. Είναι πιθανό η ενεργός μορφή του ενζύμου κατά την 
ιική μόλυνση να είναι η πρόδρομος πρωτεΐνη «πρωτεάση (Pro) – πολυμεράση 
(RdRp)», καθώς η παρουσία της πρωτεάσης αυξάνει εντυπωσιακά την δραστικότητα 
της πολυμεράσης.(Βelliot G.et al., 2003). H Pol των νοροϊών είναι απαραίτητη για 
την in vitro ιική αντιγραφή. Τέλος, ταξινομείται ως μέλος της οικογένειας των Gly-
Asp-Asp (GDD) πολυμερασών όπου μέλη της οικογένειας αυτής είναι πολλοί θετικής 
πολικότητας RNA ιοί (Donaldson E.F. et al.,2008).                                                                                                                      
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1.3.5 Ο κύκλος ζωής των νοροϊών 
 
Ο κύκλος ζωής των νοροϊών δεν έχει διευκρινιστεί πλήρως αλλά πιστεύεται πως η 
διαδικασία μοιάζει με αυτή  που ακολουθούν τα υπόλοιπα μέλη της οικογένειας 
Calicivirdae που διαθέτουν θετικής πολικότητας μονόκλωνο RNA. Αρχικά, το 
ιοσωμάτιο αλληλεπιδρά με το κύτταρο ξενιστή, ακολουθεί η είσοδος του ιικού 
σωματιδίου μέσα στο κύτταρο και το RNA γένωμα απελευθερώνεται στο 
κυτταρόπλασμα. Συγκεκριμένα, η σύνδεση των νοροϊών με τα κύτταρα των ξενιστών 
περιλαμβάνει την αλληλεπίδραση τους με ειδικούς υδατανθρακικούς υποδοχείς 
(Marionneau S. et al., 2002). 
Μετά την είσοδο του θετικής πολικότητας RNA ξεκινά η διαδικασία της 
αντιγραφής, η οποία σύμφωνα με την βιβλιογραφία έχει ως εξής: το γενωνικό RNA 
χρησιμοποιείται ως εκμαγείο για την σύνθεση του αρνητικού κλώνου, ο οποίος 
χρησιμεύει ως πρότυπο για τη μεταγραφή του πλήρους θετικού κλώνου του RNA 
γενώματος, το οποίο χρησιμοποιείται με την σειρά του για την παραγωγή νέων ιικών 
σωματιδίων και για την παραγωγή υπογενωμικών RNA. Επίσης, έχει προταθεί ότι 
κατά την διάρκεια του αναδιπλασιασμού του θετικού γενωμικού κλώνου και του 
υπογενωμικού κλώνου, η πολυμεράση (Pol) ουριδυλιώνει την VPg πρωτεΐνη 
παρουσία του πολυαδενυλιωμένου  γενωμικού RNA και η VPg διεγείρει την έναρξη 
της σύνθεσης του αρνητικού κλώνου. Αντίθετα η πολυμεράση δεν απαιτεί εκκινητικά 
μόρια για την αντιγραφή του αρνητικού RNA κλώνου. Μετά από την αντιγραφή, το 
γενωμικό RNA εντοπίζεται στην περιοχή συγκρότησης, οδηγούμενη πιθανόν από 
τοπικά σήματα στην ORF1 περιοχή, όπου πακετάρεται το RNA σε ιοσωμάτια.  
Τα επόμενα στάδια της συναρμολόγησης του ιικού σωματιδίου, της ωρίμανσης και 
της απελευθέρωσης από το κύτταρο ξενιστή δεν είναι πλήρως κατανοητά. Έχει 
αποδειχθεί ότι τα VPg-συνδεόμενα γενωμικά και υπογενωμικά RNA μόρια δεν 
συσκευάζονται μαζί στο ίδιο ιοσωμάτιο, αφού βρέθηκε σε πειραματικές προσεγγίσεις 
να υπάρχει το κάθε είδος μορίου σε σωματίδια διαφορετικών πυκνοτήτων (Neill 
J.D.,2002).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
Ενώ οι ανθρώπινοι νοροϊοί δεν έχουν ακόμη καλλιεργηθεί, οι νοροϊοί των ποντικιών, 
έχει αποδειχθεί ότι αντιγράφονται σε δεδριτικά κύταρρα in vitro και σε μακροφάγα in 
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vivo και in vitro. Αυτοί οι τρόποι καλλιέργειας των νοροϊών σε κύτταρα ποντικών  θα 
προσφέρει στο μέλλον τα απαραίτητα εργαλεία για την περαιτέρω προώθηση της 
μελέτης στην αντιγραφή των ανθρώπινων νοροϊών (Donaldson E.F. et al.,2008). 
 
 
Εικόνα 8: Προτεινόμενη στρατηγική αντιγραφής. Από Sosnovtsev S.V. et al., 
2005.    
 
1.4 ΠΑΘΟΓΕΝΕΙΑ 
1.4.1 Κλινικά συμπτώματα και μετάδοση του ιού 
Οι νοροϊοί προκαλούν επιδημίες γαστρεντερίτιδας εξαιτίας της γρήγορης και 
εύκολης μετάδοσής τους. Η μετάδοση του ανθρώπινου νοροϊού γίνεται από άτομο σε 
άτομο και  μπορεί να είναι τροφιμογενής ή υδατογενής (Εικόνα 9). 
 Η μετάδοση από άτομο σε άτομο γίνεται άμεσα μέσω της κοπρανοστοματικής 
οδού ή του σχηματισμού αερολυμάτων από τον εμετό και έμμεσα μέσω επαφής με 
μολυσμένες περιβαλλοντικές επιφάνειες .Επίσης, η τροφιμογενής και υδατογενής 
μετάδοση  μέσω μολυσμένων τροφίμων και υδάτων  μπορούν να αποτελέσουν όχημα 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:55:31 EET - 137.108.70.7
 25 
 
μετάδοσης του νοροϊού με αποτέλεσμα την εκδήλωση κρουσμάτων σε μεγάλο 
ποσοστό του πληθυσμού (Chadwick P.R et al.,1994, Marks P.J et al.,2002,2003). 
Πρόσφατες ανακαλύψεις έχουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον εξαιτίας της μετάδοσης ιών  
μεταξύ των ζώων. Στο Ηνωμένο Βασίλειο, ο μοριακός χαρακτηρισμός των 
caliciviruses  των βοοειδών απέδειξε ότι είναι περισσότερο όμοιοι με τους 
ανθρώπινους νοροϊούς από ότι με τους ζωικούς. 
Η πορεία της μόλυνσης των νοροϊών είναι ταχεία, με την περίοδο επώασης για την 
εμφάνιση των πρώτων συμπτωμάτων να κυμαίνεται από  24-48 ώρες και τα κλινικά 
συμπτώματα να διαρκούν από 12-72 ημέρες. Τα συμπτώματα περιλαμβάνουν εμετό, 
διάρροια με ή χωρίς ναυτία, κοιλιακούς σπασμούς και χαμηλό πυρετό. Συνήθως το 
αποτέλεσμα αυτής της μόλυνσης είναι η οξεία γαστρεντερίτιδα, η οποία υποχωρεί 
μέσα σε λίγες ημέρες από την έναρξη των συμπτωμάτων. Σε συγκεκριμένες ομάδες 
ατόμων υψηλού κινδύνου η νόσος μπορεί να είναι ακόμη πιο σοβαρή και 
παρατεταμένη. Για παράδειγμα, βρέφη και μικρά παιδιά αναπτύσσουν μια πιο 
σοβαρή γαστρεντερίτιδα, όπου τα συμπτώματα της διαρκούν μέχρι και 6 εβδομάδες. 
Οι νοροϊοί φέρεται να κατέχουν την δεύτερη θέση μετά τους rotaviruses στην 
πρόκληση οξείας παιδικής γαστρεντερίτιδας. Επίσης η παρατεταμένη συμπτωματική 
μόλυνση έχει παρατηρηθεί σε μεταμοσχευμένους ασθενείς και άλλα 
ανοσοκατεσταλμένα άτομα, με συμπτώματα που διαρκούν πάνω από δύο χρόνια. 
Ομοίως, η μόλυνση των νοροϊών μπορεί να είναι ιδιαίτερα σοβαρή σε ηλικιωμένους 
έχοντας ως αποτέλεσμα ακόμη και τον θάνατο (Karst S.M.,2010). 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:55:31 EET - 137.108.70.7
 26 
 
 
       
Εικόνα 9:Μολυσματικός κύκλος 
 
  
1.4.2 Πρόσδεση στον υποδοχέα 
 
    Απαραίτητη προϋπόθεση για την είσοδο του ιού στα κύτταρα, αποτελεί η 
αναγνώριση του υποδοχέα στην επιφάνεια τους. Συγκεκριμένα, η σύνδεση των 
νοροϊών με τα κύτταρα ξενιστές περιλαμβάνει την αλληλεπίδρασή τους με ειδικούς 
υδατανθρακικούς υποδοχείς (Histoblood Group Antigens) (Marionneau S et al.,2002). 
Η ικανότητα των νοροιών να προσδένονται στους HBGAs υποδοχείς, πιθανολογείται 
ότι καθορίζεται από ειδικά αμινοξέα, τα οποία εντοπίζονται στην Ρ2 υποπεριοχή του 
καψιδίου, όπως περιγράφθηκε και για την Ρ δομική περιοχή του στελέχους VA387 με 
το σύμπλοκο Α (συνθετικό) και τον Β τρισακχαρίδιο (Cao S, et al.,2007) (Εικόνα 10). 
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Εικόνα 10: Η δομή της Ρ περιοχής ενός καψιδίου GII.4 σε σύνδεση με τον υποδοχέα. Για κάθε 
Α:Β διμερές που αλληλεπιδρά, υπάρχουν δύο πανομοιότυπες περιοχές σύνδεσης που διαμορφώνονται 
από δύο ευδιάκριτες περιοχές στην εκτεθειμένη επιφάνεια. Η περιοχή 1 (μωβ), αλληλεπιδρά άμεσα με 
την ομάδα της φουκόζης του Β-τριμερούς, διαμορφώνοντας ισχυρούς δεσμούς υδρογόνου. Η περιοχή 
2 (ροζ), παρέχει τις απομακρυσμένες αλληλεπιδράσεις, που σταθεροποιούν τη δέσμευση. Β-τριμερές:  
πράσινο, αλυσίδα Α: μπλε , Αλυσίδα Β: γκρίζο (Cao S, et al.,2007). 
 
 
1.4.3 Ανοσοποίηση ξενιστή 
 
Η ανοσία έναντι των νοροϊών είναι ανεπαρκώς μελετημένη μέχρι στιγμής. 
Φαίνεται ότι οι ενήλικες επιδεικνύουν υψηλό βαθμό ευπάθειας στην ασθένεια  είτε 
εκείνη προκαλείται φυσικά είτε πειραματικά (Kaplan J.E. et al.,1982). Πληθυσμιακές 
μελέτες πρότειναν ένα πλήθος γενετικών παραγόντων που μπορεί να παίζουν 
καθοριστικό ρόλο στην ευαισθησία των ξενιστών από την μόλυνση νοροϊών. Κάποιοι 
από τους παράγοντες που εμπλέκονται στην προδιάθεση μόλυνσης νοροϊών είναι οι 
υδατανθρακικοί υποδοχείς HBGAs (Histoblood Group Antigens) καθώς και η ανοσία 
του ξενιστή. Οι υδρογονάνθρακες αυτοί αποτελούν σημαντικά μόρια για την ιική 
περάτωση της μολύνσεως in vivo διότι έχει αποδειχθεί πειραματικά ότι τα ιικά μόρια 
VLPs μπορούν και ενώνονται με τους υδρογονάνθρακες ABH HBGAs. Οι 
υδρογονάνθρακες HBGAs ανήκουν στην οικογένεια ενός συμπλέγματος 
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πολυσακχαριδίων, το οποίο βρίσκεται στην επιφάνεια των ερυθροκυττάρων και 
εκφράζεται στο εντερικό και αναπνευστικό επιθήλιο. Τα HBGAs μόρια εκφράζονται 
με διαφορετικό τρόπο σε κάθε άτομο. Για παράδειγμα τα ABH και Lewis αντιγόνα 
εκφράζονται στο επιθήλιο των ιστών που έρχονται σε επαφή με το εξωτερικό 
περιβάλλον, όπως είναι οι ιστοί του αναπνευστικού και του γαστρεντερικού. Επίσης, 
οι υδρογονάνθρακες ABH HBGAs έχουν βρεθεί και σε άλλες ανθρώπινες βιολογικές 
εκκρίσεις, όπως τη σίελο. Δεδομένου ότι, η έκφραση των υδρογονανθράκων  αυτών 
διαφέρει μεταξύ των ιστών και από άτομο σε άτομο, έχουν προταθεί ως παράγοντες 
ευαισθησίας και χρησιμοποιούνται ως μόρια προσκόλλησης από τους νοροϊούς 
(Zakikhany K et al.,2012). 
 Από τα κρούσματα προσβολής του ιού σε πληθυσμούς, καθώς και από πειράματα 
πρόκλησης της προσβολής του ιού στον ανθρώπινο οργανισμό, έχουν προκύψει 
σημαντικές ενδείξεις ότι οι υδρογονάνθρακες HBGAs αποτελούν έναν φυσικό 
υποδοχέα ή τουλάχιστον ένα απαραίτητο συνπαράγοντα για την εισβολή του ιού 
(Lindesmith L et al.,2003, Hennessy EP et al.,2003, Hutson AM et al.,2002, Rockx 
BH et al.,2005). Μελέτες έχουν δείξει ότι διάφοροι γενότυποι νοροϊών έχουν και 
διαφορετικά χαρακτηριστικά αναγνώρισης των HBGAs τα οποία μπορεί να αλλάζουν 
με την πάροδο του χρόνου. Ακόμη πιο πρόσφατες μελέτες, δείχνουν ότι οργανισμοί 
με ομάδα αίματος 0 είναι πιο επιρρεπείς στην μόλυνση, σε σχέση με όλες τις άλλες 
ομάδες (Hutson AM et al.,2002). 
Τέλος, oι αλληλεπιδράσεις μεταξύ του ιού και του ανοσοποιητικού συστήματος 
του ξενιστή πιθανόν να είναι ένας άλλος βασικός παράγοντας που επηρεάζει την 
ευαισθησία των πληθυσμών απέναντι στους νοροϊούς (Zakikhany K et al.,2012). 
Αναφέρεται πως οι νοροϊοί συνδέονται με παρατεταμένη μόλυνση 
ανοσοκατεσταλμένων ασθενών. Για παράδειγμα, ασθενής με μεταμόσχευση καρδιάς 
και χρόνια διάρροια, βρέθηκε ότι διέδιδε ένα GII στέλεχος για πάνω από δύο χρόνια, 
ενώ παιδιά προσβεβλημένα από τον ιό HIV  με διαρροϊκή νόσο φαίνεται πως 
διατρέχουν υψηλό κίνδυνο μόλυνσης από νοροϊό (Nilsson M. et al.,2003). 
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1.5 ΕΤΕΡΟΓΕΝΕΙΑ ΚΑΙ ΕΞΕΛΙΞΗ 
 
Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι το γονιδίωμα των νοροϊών είναι ιδιαίτερα 
επιρρεπής στις μεταλλάξεις και στον ανασυνδυασμό το οποίο οδηγεί στην εμφάνιση 
νέων στελεχών (Shen Q et al.,2012). Ο ανασυνδυασμός είναι μια σημαντική δύναμη 
στην ιογενή εξέλιξη και συμβάλλει επίσης στην γενετική παραλλαγή του νοροϊού, 
επηρεάζει τις φυλογενετικές ομάδες, αυξάνει την παθογένεια του ιού, προκαλεί 
σύγχυση σε επιδημιολογικές μελέτες και μπορεί να κάνει τον σχεδιασμό των 
εμβολίων ακόμη πιο δύσκολο (Shen Q et al.,2012). Εντούτοις, η GII4 ομάδα έχει 
συσχετιστεί με πανδημίες τα τελευταία χρόνια με αποτέλεσμα να έχει συγκεντρώσει 
το μεγαλύτερο ενδιαφέρον για τον καθορισμό των χαρακτηριστικών γνωρισμάτων 
της. Η κατανόηση της εξέλιξης της GII.4 γενετικής ομάδας των νοροιών είναι 
ουσιαστική, προκειμένου να διευκρινιστεί ο τρόπος με τον οποίο οι ιοί αυτοί μπορούν 
και αποφεύγουν το ανθρώπινο ανοσοποιητικό σύστημα. H ανάλυση της ακολουθίας 
και η μοριακή φυλογενετική ανάλυση των στελεχών της GII.4 ομάδας, έχουν δείξει 
ότι μπορεί να διαιρεθεί περαιτέρω σε υποομάδες, όπου η κάθε μία σχετίζεται με ένα 
συγκεκριμένο πανδημικό  κρούσμα (Lindesmith LC, et al., 2008). Οι υποομάδες 
αυτές περιλαμβάνουν τα εξής στελέχη: Farmington Hills (2002–4), Hunter (2004–6), 
Laurens/Yerseke (2006–8),  Minerva (2006–8), Grimsby (1995 – 2002) και 
Sakai(2004 – 2006). Η ταξινόμηση αυτών των παραλλαγών βασίζεται στην 
παραλλαγή των αμινοξέων στο γονίδιο VP1 (Greening G.E et al.,2012) (Εικόνα 
11).Τα στελέχη αυτά εμφανίζονται κάθε 2 έως 10 έτη και ευθύνονται για πολλές 
πανδημίες (Sharps C.P et al.,2012).  
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Εικόνα 11: Κάθε χρώμα αντιπροσωπεύει τις αλλαγές του αμινοξέος που προέκυψαν μέσα στις 
υποομάδες. 
Η ακολουθία του VA387 λήφθηκε ως αναφορά. GII.4.1987. Camberwell  κίτρινο GII.4.1997, 
Grimsby κόκκινο, GII.2002 και GII.2002a Farmington Hills μπλε,  GII.2004 Hunter  πράσινο, 
GII.2005 Sakai  πορτοκάλι και GII.2006 Minerva μωβ. Τα GII.2002 και GII.2002a είναι 
αντιπροσωπευτικές ακολουθίες από την υποομάδα Farmington Hills και διαφέρουν μόνο κατά δύο 
αμινοξέα, ένα από τα οποία εμπίπτει στη P2 περιοχή  (Donaldson E.F et al.,2008) 
 
Το πρότυπο της εξέλιξης προτείνει, ότι ένας πληθυσμός προερχόμενος από τον ιό 
φθάνει σε μια περίοδο φαινοτυπικής στασιμότητας, κατά την διάρκεια της οποίας, 
μπορούν να συσσωρευτούν ουδέτερες μεταλλάξεις, οι οποίες δεν ασκούν καμία 
επιρροή στην λειτουργία του ιού (Lindesmith LC, et al.,2008, Koelle K, et al.,2006, 
Van Nimwegen,2006, Siebenga JJ, et al.,2007). Έχει εντοπιστεί ότι τουλάχιστον 
πέντε περιοχές της GII.4 στη καψιδική επιφάνεια της περιοχής P2, λειτουργούν κάτω 
από θετική επιλογή και αυτές οι περιοχές μπορεί να αντιπροσωπεύσουν τους 
θεωρητικούς αντιγονικούς επίτοπους (Εικόνα 12), οι οποίοι ποικίλλουν τόσο, ώστε να 
επιτρέψουν τη διαφυγή από την ανάπτυξη ανοσίας. Κατά συνέπεια, η εξέλιξη σε 
επίπεδο πληθυσμών συνδέεται με την αντιγονική εξέλιξη του κάθε ατόμου ξεχωριστά 
μέσα στον πληθυσμό και μπορεί να παρέχει έναν ισχυρό μηχανισμό με τον οποίο 
αυτοί οι ιοί ξεφεύγουν της ανοσίας, διαπερνόντας τους προηγούμενους ανθεκτικούς 
πληθυσμούς και εμμένοντας σε αυτούς. 
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Σε χαρτογράφηση που πραγματοποιήθηκε στη δομή του στελέχους VA387 της 
GII.4 των νοροιών, για την μελέτη της ποικιλομορφίας μεταξύ των υποομάδων 
αποδείχτηκε, ότι ένα μεγάλο μέρος της ποικιλομορφίας μεταξύ αυτών βρίσκεται μέσα 
ή κοντά στις περιοχές δέσμευσης. Από τις παρατηρήσεις αυτές, προέκυψε η υπόθεση 
ότι, οι μεταβλητές περιοχές επιτρέπουν σε διαφορετικούς ιούς της GII.4 υποομάδας 
να παρακάμψουν την ανθρώπινη άνοση απάντηση αλλάζοντας τις περιοχές 
αναγνώρισης των αντισωμάτων.  
 
 
 
 
 
Εικόνα 12: Πιθανοί επίτοποι στην επιφάνεια των GII.4 ιών. (Donaldson E.F et 
al.,2008) 
 
1.6 ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ 
 
Οι μολύνσεις από τον ιό, συνδέονται συχνότερα με την κατανάλωση μολυσμένων 
τροφών και νερών. Η διάδοση του πραγματοποιείται κυρίως μέσω της ανθρώπινης 
επαφής, της έκθεσης σε μολυσμένα αερολύματα και μέσω τις περιττωματικής οδού 
(Εικόνα 13Α) (Parashar UD, Monroe SS 2001). Οι εστίες των νοροϊών εμφανίζονται 
πιο συχνά σε κλειστές κοινότητες όπως είναι γηροκομεία, σχολεία, νοσοκομεία, 
κρουαζιερόπλοια καθώς και  στρατιωτικές μονάδες (Εικόνα 13Β) (Karst S.M.,2010). 
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Σύμφωνα με το CDC(Center for Disease Control and Prevention) κατά κύριο λόγο 
η GI και GII ομάδα είναι υπεύθυνες για την πρόκληση ασθένειας στους ανθρώπους 
(CDC,2011). Επιδημιολογικές έρευνες έχουν δείξει ότι η GII ομάδα ανιχνεύεται σε 
περισσότερες από το 90% των περιπτώσεων της νόσου, είναι μια ενεργά 
πολλαπλασιαζόμενη ομάδα (Lee G.C, Jung G.S, Lee C.H, 2012). Κατά την τελευταία 
δεκαετία εμφανίζονται νέα στελέχη της GII ομάδας κάθε 2-3 χρόνια, 
αντικαθιστώντας έτσι τα προηγούμενα κυρίαρχα στελέχη της GII4 ομάδας (Yen et 
al,2011). Η κατανομή των γενότυπων διαφέρει ανάμεσα στις χώρες αλλά και μέσα 
στις χώρες από χρόνο σε χρόνο. Κατά την διάρκεια της περιόδου 1995-1996, το 
στέλεχος US95/96 αποτέλεσε αιτία για το 55% των κρουσμάτων στις Ηνωμένες 
Πολιτείες και για το 85% των κρουσμάτων στις Κάτω Χώρες. Μεταξύ του 2000 και 
του 2004, το στέλεχος US95/96 αντικαταστάθηκε από 2 νέες παραλλαγές του 
στελέχους GII4 (Donaldson et al,2008). Τον Μάρτιο του 2012, ένα νέο στέλεχος της 
GII4 ομάδας εντοπίστηκε στην Αυστραλία, ο GII4 Σύδνεϋ όπως ονομάστηκε, έχει 
προκαλέσει περιστατικά οξείας γαστρεντερίτιδας σε πολλές χώρες (Van Beek J. Er al, 
2013). Στο Ηνωμένο Βασίλειο, τον χειμώνα του 2012 παρουσιάστηκε μια πρώιμη 
εκδήλωση νοροϊών η οποία συσχετίστηκε με την εμφάνιση του στελέχους GII4 
Σύδνεϋ ως το κυρίαρχο στέλεχος που εμπλέκεται με τα συγκεκριμένα κρούσματα. 
Στις Ηνωμένες Πολιτείες το στέλεχος GII4 εξαπλώνεται ταχύτατα, προκαλώντας 
αύξηση των εστιών του. Κατά την διάρκεια των μηνών Σεπτεμβρίου-Δεκεμβρίου του 
2012, από τις 266 εστίες νοροϊών που προκλήθηκαν την περίοδο αυτή, οι 141(53%) 
εστίες προέρχονται από το στέλεχος GII4 Σύδνεϋ. Τα άλλα κρούσματα προκλήθηκαν 
από 10 διαφορετικούς GI και GII γενότυπους, συμπεριλαμβανομένου και του 
στελέχους GII4 Νέα Ορλεάνη. Το 51% των εν λόγω  GII4 Σύδνεϋ κρουσμάτων 
προκλήθηκαν με μετάδοση από άτομο σε άτομο, το 20% προήλθαν από τροφή, το 1% 
μεταδόθηκε μέσα σε κρουαζιερόπλοιο ενώ ο τρόπος μετάδοσης για το 28% ήταν 
άγνωστος (Desair R. et al, 2012).  
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Εικόνα 13: Χαρακτηριστικές εστίες των νοροϊών. Τα δεδομένα συλλέχτηκαν από Κέντρα 
Ελέγχου και Πρόληψης Νοσημάτων από 232 εστίες νοροϊών μεταξύ του Ιουλίου 1997 και Ιουνίου 
2000. Τα αποτελέσματα αυτής της παρακολούθησης για την προέλευση του ιού συνοψίζονται στην 
εικόνα 12Α και ο χώρος όπου προσβλήθηκαν τα άτομα στην εικόνα 12Β. Τα δεδομένα 
αναπαράχθηκαν από: http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/revb/gastro/norovirus-factsheet.htm.      (Karst 
S.M.,2010).  
 
 
1.7 ΠΡΟΟΛΗΨΗ ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟΣ 
 
     Οι προσπάθειες της δημόσιας υγείας για την πρόληψη και τον έλεγχο της 
εξάπλωσης των νοροϊών αντιμετωπίζουν μια δύσκολη μάχη. Μοριακές διαγνωστικές 
τεχνικές χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο κλινικών και περιβαλλοντικών δειγμάτων, 
το οποίο όμως δεν υποδεικνύει απαραίτητα την παρουσία του μολυσματικού ιού. Τα 
αποτελέσματα των περιβαλλοντικών ελέγχων θα πρέπει επομένως να ερμηνεύονται 
με προσοχή και μέσα στο πλαίσιο των διαθέσιμων περιβαλλοντικών στοιχείων. 
Ακόμη απαιτείται περισσότερη έρευνα για την ανάπτυξη τυποποιημένων και 
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επικυρωμένων τεχνικών, καθώς επίσης και καλύτερη διευκρίνιση της εξάπλωσης των 
νοροϊών στο περιβάλλον.  
Οι σημερινοί πυλώνες πρόληψης των νοροϊών βασίζονται σε γενικά μέτρα, όπως η 
υγιεινή των χεριών, η περιβαλλοντική απολύμανση και η απομόνωση των 
μολυσμένων ατόμων (Hall A.J, 2012). Ως αποτελεσματικά απολυμαντικά θεωρούνται 
όσα περιέχουν υποχλωριώδες υπεροξείδιο του υδρογόνου και φαινολικά παράγωγα. 
Επίσης, θα πρέπει να γίνεται πόση εμφιαλωμένου νερού χωρίς πάγο κατά την 
διάρκεια ταξιδίου σε περιοχές όπου η υγιεινή του νερού είναι αμφισβητούμενη και να 
αποφεύγεται η στενή επαφή με άτομα τα οποία εμφανίζουν στοιχεία κλινικής εικόνας 
της μόλυνσης από νοροϊό (Βarker J. Et al., 2004 ). 
Ωστόσο, λόγω της τροποποίησης των ανθρώπινων συμπεριφορών και τα κενά των 
γνώσεων που προκύπτουν από την αδυναμία να καλλιεργηθούν οι ανθρώπινοι νοροϊοί 
in vitro, τα μέτρα αυτά είναι πολύ συχνά ανεπαρκή (Hall A.J, 2012). 
  
1.7.1 Εμβόλια 
 
Δυστυχώς, οι άνθρωποι που προσβάλλονται από νοροϊό δεν αποκτούν ανοσία 
έναντι μελλοντικών μολύνσεων. Αν και το σώμα παράγει αντισώματα εναντίον του 
μολυσματικού στελέχους, υπάρχουν πολλά στελέχη τα οποία προκαλούν μόλυνση. Ο 
ιός δημιουργεί συνεχώς μικρές μεταλλάξεις στο RNA, ,με αποτέλεσμα τα νέα 
στελέχη να ξεφεύγουν από το ανθρώπινο ανοσοποιητικό σύστημα. 
Κύρια εμπόδια για την δημιουργία ενός αποτελεσματικού εμβολίου έναντι των 
νοροϊών αποτελούν τα  πολλά διαφορετικά στελέχη τους και η έλλειψη δυνατότητας  
κυτταροκαλλιέργειάς τους. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να ξεπεραστεί από τα διαθέσιμα 
rVLPs τα οποία είναι ανασυνδυασμένα σωματίδια που μοιάζουν με ιικά και 
αποτελούν άφθονη πηγή καψιδιακού αντιγόνου (Εικόνα 14) (Estes M.K. et al.,2000). 
Οι επιστήμονες είναι πολύ κοντά στην παραγωγή ενός εμβολίου κατά της ασθένειας 
που προκαλούν οι νοροϊοί παγκοσμίως. Το εμβόλιο αυτό πιθανότατα να παραδοθεί 
στην αγορά ως σπρέι, όπου μελέτες έχουνε δείξει ότι προκαλεί πολύ πιο ισχυρή 
ανοσολογική αντίδραση από την χορήγηση δια του στόματος.  
Σε μια μελέτη που δημοσιεύτηκε στο New England Journal of Medicine τον 
Δεκέμβριο του 2012, οι ερευνητές παρουσίασαν ένα εμβόλιο το οποίο χορηγείται 
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λίγες εβδομάδες πριν από την έκθεση σε νοροϊό και ήταν 60% αποτελεσματικό στην 
πρόληψη της ασθένειας (37% των συμμετεχόντων που έλαβαν το εμβόλιο 
αρρώστησαν σε σύγκριση με 69% των συμμετεχόντων που έλαβαν εικονικό 
εμβόλιο). Επειδή ο νοροϊός εξελίσσεται με ταχείς ρυθμούς, ίσως χρειαστεί να 
χορηγείται κάθε χρόνο, όπως και το εμβόλιο της γρίπης. Πιθανόν αρχικά το εμβόλιο 
αυτό να στοχεύει σε πληθυσμούς υψηλού κινδύνου όπως ηλικιωμένους και παιδιά σε 
παιδικούς σταθμούς καθώς επίσης και σε ταξιδιώτες (www.NBC.com). Έτσι, με την 
ανάπτυξη ενός αποτελεσματικού εμβολίου θα μπορέσει να μειωθεί η συχνότητα της 
επιδημικής ιικής γαστρεντερίτιδας, γεγονός που θα ωφελήσει κυρίως τα άτομα τα 
οποία υπάγονται στις ομάδες υψηλού κινδύνου, καθώς και τις αναπτυσσόμενες χώρες 
όπου οι συνθήκες υγιεινής είναι περιορισμένες (Estes M.K et al.,2000). 
  Παρά το γεγονός ότι ένα εμβόλιο μπορεί μια μέρα να χρησιμεύσει ως ένα 
χρήσιμο εργαλείο, επιδημιολογικές έρευνες και πρακτικές ελέγχου της λοίμωξης 
πρέπει να εξακολουθούν αναμφίβολα να είναι απαραίτητες στην αναστολή της 
διάδοσης αυτών των καλά προσαρμοσμένων παθογόνων(Hall A.J, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα  14: Τα εμβόλια VLP σχεδιάζονται για να μιμηθούν την εξωτερική δομή της πρωτεΐνης έτσι 
ώστε να προκαλέσουν μια αποτελεσματική άνοση απάντηση. Επειδή τα VLP δεν ενσωματώνουν το 
ιικό RNA, είναι ανίκανα να αναπαραχθούν στο σώμα και έτσι δεν μπορούν να προκαλέσουν μόλυνση 
(www.ligocyte.com). 
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1.8 ΔΙΑΓΝΩΣΤΙΚΕΣ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
       Για την διάγνωση των νοροιών, έχουν εξελιχθεί κάποιες σημαντικές δοκιμές οι 
οποίες, παρέχουν την δυνατότητα του προσδιορισμού τους ακόμα και αν η 
συγκέντρωση του προς εξέταση δείγματος είναι σχετικά μικρή. Από την εποχή της 
πρώτης ανίχνευσης του ιού έως σήμερα, έχουν χρησιμοποιηθεί  οι ακόλουθες μέθοδοι 
:άμεση ηλεκτρονική μικροσκοπία, ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία, ανοσο-
αιμοσυγκολλητικές μέθοδοι, ραδιοανοσολογικές μέθοδοι, ανοσοενζυμικές μέθοδοι, 
μέθοδοι αποτύπωσης πρωτεϊνών (Western blot), ανοσοχρωματογραφία και μοριακές 
τεχνικές για την ανίχνευση του νουκλεϊκού  οξέος του ιού και την ταυτοποίηση των 
στελεχών του (Atmar and Estes, 2001).  
 
1.8.1 Ηλεκτρονική μικροσκοπία 
 
Η ηλεκτρονική μικροσκοπία είναι μια γρήγορη μέθοδος και απαιτεί ελάχιστη 
προετοιμασία του δείγματος. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στα μορφολογικά 
χαρακτηριστικά του ιού μετά από την παρατήρηση του με το ηλεκτρονικό 
μικροσκόπιο (Treanor JJ et al.,2000). Ωστόσο, η άμεση παρατήρηση δειγμάτων δεν 
είναι αρκετά αποδοτική για την διάγνωση νοροϊών, εξαιτίας της χαμηλής 
συγκέντρωσης των ιικών σωματιδίων στα δείγματα καθώς και της δυσκολίας 
διαχωρισμού τους από άλλα μικρά σφαιρικά αντικείμενα. Για τον λόγο αυτό, τα 
σωματίδια αυτά θα πρέπει να ανιχνεύονται μέσω της ΙΕΜ ή της ανοσοηλεκτρονικής 
μικροσκοπίας (Kapikian A.Z. et al.,1980). 
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 Εικόνα 15: Παρατήρηση της μορφολογίας και του μεγέθους των Canine NoV 
VLPs μέσω της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας (Mesquita J.R et al, 2013). 
 
1.8.2 Ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία 
 
Η πρώτη μέθοδος που εφαρμόστηκε για να προσδιορίσει τους ιούς caliciviruses 
ήταν η ανοσοηλεκτρονική μικροσκοπία (Treanor JJ et al.,2000), με χρήση ορού που 
περιείχε τα κατάλληλα αντισώματα, έτσι ώστε να καταστεί εφικτή η ενίσχυση του 
ιού. Εντούτοις, η τεχνική αυτή είναι χρήσιμη μόνο για τα δείγματα που συλλέγονται 
κατά τη διάρκεια των πρώτων σταδίων της μόλυνσης (πρώτες 24 – 48 ώρες) (Treanor 
JJ et al.,2000, Parashar U.D et al.,2001). 
 
1.8.3 Ανοσο-αιμοσυγκολλητικές μέθοδοι 
 
Η δοκιμή αυτή, αποτελεί μια διαφοροποίηση της μελέτης της εξάπλωσης του ιού 
σε μεγάλους πληθυσμούς χρησιμοποιώντας καθαρά ιικά στελέχη του ιού, ως 
αντιγόνα (Treanor JJ et al.,2000). 
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1.8.4 Ανοσολογικές αντιδράσεις 
 
Αν και αρκετά ευαίσθητες τεχνικές, οι ανοσολογικές αντιδράσεις είναι ιδιαίτερα 
συγκεκριμένες για την ανίχνευση των VLPs (Jiang X et al.,1995). Η ELISA που 
χρησιμοποιεί rVLPs ως αντιγόνα είναι ειδική, ευαίσθητη και αποδοτική μέθοδος για 
την ανίχνευση αντισωμάτων έναντι των ανθρώπινων caliciviruses και μπορεί να 
ανιχνεύσει τον ιό σε σχετικά χαμηλά ποσοστά. Το κύριο μειονέκτημα της μεθόδου, 
είναι ο περιορισμός των αντιγονικών τύπων που βρίσκονται μέχρι σήμερα στην 
διάθεση των διαγνωστικών εργαστηρίων (Parashar U.D et al.,2001). 
 
1.8.5 Μοριακές τεχνικές 
 
Σήμερα, η RT-PCR  ίσως είναι η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική για την 
ανίχνευση των νοροϊών (Εικόνα 16 ). Μέσω της μεθόδου αυτής, οι ιοί μπορούν να 
ανιχνευτούν σε κλινικά δείγματα, έμετο ή κόπρανα καθώς επίσης και σε 
περιβαλλοντικά δείγματα όπως είναι το μολυσμένο νερό. Το πλεονέκτημα της είναι 
ότι μπορεί να ανιχνεύσει τα ιικά μόρια σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις (100 ιικών 
σωματιδίων /ml) ακόμα και μετά το πέρας της οξείας κλινικής μόλυνσης (Atmar and 
Estes, 2001). Ωστόσο, λόγω της μεγάλης ευαισθησίας της μεθόδου απαιτείται μεγάλη 
προσοχή έτσι ώστε να αποτραπεί τυχόν μόλυνση του εργαστήριου ή επιμολύνσεις 
αρνητικών δειγμάτων, ενώ για την εκτέλεση της μεθόδου απαιτείται ακριβός 
εξοπλισμός.  
 Η εφαρμογή της ποσοτικής πραγματικού χρόνου (real-time) RT-PCR επιτρέπει 
την γρήγορη ανίχνευση του ιού και τον προσδιορισμό του ιικού φορτίου  (Kageyama 
T. et al., 2003),  την αναγνώριση και ταξινόμηση των νοροϊών σε επίπεδο γενετικών 
ομάδων (Atmar, 2010). Επίσης, μια παραλλαγή της PCR, η nested RT-PCR έχει 
χρησιμοποιηθεί για αύξηση της ευαισθησίας. Είναι ίσως η πιο εφαρμόσιμη μοριακή 
τεχνική σε περιβαλλοντικές και τροφικές αναλύσεις καθώς ο ιός βρίσκεται σε 
χαμηλές συγκεντρώσεις (Green et al 1998). 
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Εικόνα 16: Σχηματική αναπαράσταση των στρατηγικών που χρησιμοποιούνται για 
την ανίχνευση της μόλυνσης από HuCVs (Schwab KJ et al.,2000). 
 
 
 
 
1.9 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η ανίχνευση μέσω μοριακών τεχνικών και 
αλληλούχισης, στελεχών νοροϊών που ανήκουν στην ομάδα GII, από περιβαλλοντικά  
και κλινικά δείγματα.  
 
2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1 ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ 
 
2.1.1 Θετικοί μάρτυρες  
Το κλινικό δείγμα Α6 έχει χαρακτηρισθεί στο εργαστήριο σε προγενέστερη μελέτη 
(Ruether I.G.A et al,2011).  
 
 
ΓΕΝΕΤΙΚΗ ΟΜΑΔΑ ΙΙ (GII) 
A6 
 
Πίνακας 1: Το δείγμα που χρησιμοποιήθηκε ως θετικός μάρτυρας. 
 
2.1.2 Περιβαλλοντικά δείγματα 
 
Τα περιβαλλοντικά δείγματα, λήφθηκαν από βιολογικούς καθαρισμούς του 
ελλαδικού χώρου. Συγκεκριμένα, εξετάστηκαν 13 δείγματα από τους βιολογικούς 
καθαρισμούς της Λάρισας, του Τυρνάβου, της Γιάννουλης, της Καρδίτσας, των 
Ιωαννίνων και των Τρικάλων, η κωδικοποίηση των οποίων παρουσιάζεται στον 
πίνακα 2. 
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Κωδικοποίηση 
δείγματος  
 
 
Προέλευση δείγματος 
 
Ημερομηνία 
συλλογής 
 
GNL012 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Γιάννουλης 
 
20/3/2012 
 
KR012A 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Καρδίτσας 
 
20/3/2012 
 
KR012B 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Καρδίτσας 
 
20/3/2012 
 
KR012C 
 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Καρδίτσας/Είσοδος 
 
20/3/2012 
 
LR012A 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Λάρισας 
 
20/3/2012 
 
TRN012A 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Τυρνάβου 
 
20/3/2012 
 
MRK012 
 
Ανεπεξέργαστα λύματα 
Μαύρικας Καρδίτσας 
 
 
20/3/2012 
 
TRN012B 
 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
Τυρνάβου 
 
 
4/4/2012 
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            TR012A 
 
Βιολογικός καθαρισμός  
Τρικάλων 
 
 
4/4/2012 
 
KR012D 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
 Καρδίτσας/Είσοδος 
 
 
4/4/2012 
 
GN2 
 
Βιολογικός καθαρισμός 
  Γ.Π.Ν. Ιωαννίνων/Λύματα 
 
 
14/9/2006 
 
LR13 
 
Βιολογικός Καθαρισμός 
 Λάρισας/Αστικά λύματα 
 
 
14/2/2007 
 
LR15 
 
Βιολογικός Καθαρισμός 
 Λάρισας/Αστικά λύματα 
 
26/7/2007 
 
 
 
       Πίνακας 2: Τα στοιχεία και η κωδικοποίηση των περιβαλλοντικών δειγμάτων. 
 
 
2.1.3 Κλινικά δείγματα 
 
Για τη συγκεκριμένη εργασία χρησιμοποιήθηκαν 10 κλινικά δείγματα κοπράνων 
τα οποία ήταν ύποπτα για Νοροϊούς. Τα δείγματα αυτά μαζί με την προέλευση και 
την κωδικοποίηση τους φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 
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Δείγμα(κωδικοποίηση) 
 
Προέλευση δείγματος 
 
ΑΚ1 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ2 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ3 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ4 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ5 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ6 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ7 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ8 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ9 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
ΑΚ10 
Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο 
Ιωαννίνων 
 
             Πίνακας 3: Η προέλευση και η κωδικοποίηση των κλινικών δειγμάτων. 
 
2.2 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΩΝ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ  
 
Η επεξεργασία των περιβαλλοντικών δειγμάτων πραγματοποιήθηκε με δύο 
διαφορετικούς τρόπους, την μέθοδο διαχωρισμού δύο φάσεων και την μέθοδο 
προσρόφησης – έκλουσης από ηλεκτραρνητικά φίλτρα. 
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2.2.1 Μέθοδος διαχωρισμού δύο φάσεων 
 
Αρχικά φυγοκεντρούνται 500 ml δείγματος στα 1000 rpm για 2 min. Το ίζημα 
φυλάσσεται στους 40C, ενώ ρυθμίζεται το pH του υπερκείμενου στο 7 – 7,5. Σε 
500ml υπερκειμένου (7 – 7,5 pH) προστίθενται 39,5 ml 22% (W/V) dextran, 287 ml 
29% (W/V) PEG6000 και 35ml NaCl 5 N (Sigma, USA). Το μείγμα αναδεύεται για 1 
h στους 40C και στην συνέχεια εισάγεται σε φιάλη διαχωρισμού, όπου και παραμένει 
στους 40C για 48 h. Η κάτω φάση, όπου και συγκεντρώνονται τα ιικά σωμάτια, 
συλλέγεται και προστίθεται χλωροφόρμιο 20% v/v και ακολουθεί ισχυρή ανάδευση 
και φυγοκέντρηση στις 1500 g για 20 min. Η πάνω φάση συλλέγεται σε πλαστικό 
σωλήνα, όπου και προστίθενται πενικιλίνη και στρεπτομυκίνη σε τελικές 
συγκεντρώσεις 100 units/ml και 100μg/ml αντίστοιχα (WHO 2003). Ακολουθεί 
περαιτέρω συγκέντρωση του δείγματος με τη μέθοδο καθίζησης με PEG: Σε δείγμα 
όγκου 500 ml προστίθεται 10% W/V PEG6000 και NaCl (Sigma, USA) σε τελική 
συγκέντρωση 0,5 Μ. Το μείγμα αναδεύεται για 18h στους 40C και ακολούθως 
φυγοκεντρείται στις 11.000 rpm για 1h. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα 
διαλύεται σε 5 ml θρεπτικού υλικού κυτταροκαλλιεργειών (ΜΜ). 
 
2.2.2 Μέθοδος προσρόφησης – έκλουσης από ηλεκτραρνητικά φίλτρα. 
 
Ένα δείγμα όγκου 500 ml φυγοκεντρείται σε 1000 rpm για 2 min. Το υπερκείμενο 
συλλέγεται και ρυθμίζεται το pH με προσθήκη 3 Ν HCl στο 3,8. Στην συνέχεια, τα 
ιικά σωμάτια φορτίζονται θετικά παρουσία Mg2+, με την προσθήκη MgCl2+ (Merck, 
Germany) σε τελική συγκέντρωση 0,05 Μ. Ακολουθεί αργή ανάδευση και 
φιλτράρισμα σε ηλεκτραρνητικά φορτισμένο φίλτρο (MF – Millipore), διαμέτρου 
47mm και μέγεθος πόρου 3μm, στην επιφάνεια του οποίου προσροφούνται τα ιικά 
σωμάτια. Το φίλτρο μεταφέρεται σε αποστειρωμένο δοχείο ζέσεως 250 ml, όπου 
προστίθενται 10 ml διαλύματος 0,05 Μ Tris με pH 9, εμπλουτισμένου με 3% BSA. Η 
έκλουση πραγματοποιείται με αργή ανάδευση για 10 min. Αφού απομακρυνθεί το 
διάλυμα, η διαδικασία της έκλουσης επαναλαμβάνεται. Το φίλτρο φυλάσσεται στους 
4
0
C, ενώ ρυθμίζεται το pH του συγκεντρωμένου δείγματος στο 7 με τη χρήση 
διαλύματος 3 Ν HCl. Ακολουθεί περαιτέρω συγκέντρωση του δείγματος με τη 
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μέθοδο καθίζησης με PEG: Σε δείγμα όγκου 500 ml προστίθεται 10% W/V PEG6000 
και NaCl (Sigma, USA) σε τελική συγκέντρωση 0,5 Μ. Το μείγμα αναδεύεται για 
18h στους 40C και ακολούθως φυγοκεντρείται στις 11.000 rpm για 1h. Το 
υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα διαλύεται σε 5 ml θρεπτικού υλικού 
κυτταροκαλλιεργειών (ΜΜ). 
 
 
       Εικόνα 17: Συσκευή αρνητικής πίεσης για το φιλτράρισμα των δειγμάτων νερού. 
 
2.3 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΚΟΠΡΑΝΩΝ 
 
Πριν από την επεξεργασία κοπράνων ως δειγμάτων προηγείται ειδική διασικασία 
επεξεργασίας σύμφωνα με τους κανόνες της Παγκόσμιας Οργάνωσης Υγείας 
(Π.Ο.Υ). Η επεξεργασία των κοπράνων πραγματοποιείται σε θάλαμο βιολογικής 
προστασίας  (Biological Safety Cabinet, BSC) επιπέδου 2 (Biological Safety Level, 
BSL 2). Σε αριθμημένους σωλήνες φυγοκέντρησης (πλαστικοί σωλήνες των 15 ml, 
τύπου falcon) προστίθενται 10ml πλήρους διαλύματος PBS με pH=7,4.Ακολουθεί 
ομογενοποίηση μέσω ανάμειξης (vortex). Στην συνέχεια οι σωλήνες αποθηκεύτηκαν 
στους -20˚C. 
Διάλυμα PBS με Ph=7,4: (1) NaCI 0,8 g/L, (2) KCI 0,2 g/L, (3) Na2HPO4 .2H2O 1,2 
g/L, (4) KH2PO4 0,2 g/L, (5) Thiomersal 0,2%. 
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2.4 ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΤΟΥ ΙΙΚΟΥ RNA 
 
Για την εκχύλιση του ιικού RNA από τα επεξεργασμένα δείγματα  
χρησιμοποιήθηκε το QIAamp® Viral RNA Mini Kit της εταιρείας Quiagen 
(Germany), ακολουθώντας τα προτεινόμενα συνοδευτικά πρωτόκολλα του 
κατασκευαστή. 
Για την επιβεβαίωση μη ύπαρξης αναστολέων και της σωστής εκχύλισης 
εφαρμόστηκε μία επιπλέον αντίδραση PCR. Στην αντίδραση αυτή, χρησιμοποιείται 
ζεύγος εκκινητών που έχουν στόχο το 16S rRNA γονίδιο των βακτηρίων, τα οποία 
συνυπάρχουν μέσα στο εκχυλισμένο δείγμα. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 
στην παρούσα εργασία ήταν οι Ρ11Ρ και Ρ13Ρ οι οποίοι αντιστοιχούν σε αλληλουχίες 
κοινές για όλα τα βακτήρια (εικόνα 18). 
 
 
Εικόνα 18: Ηλεκτροφόρηση δειγμάτων μετά από εκχύλιση. 
 
2.5 ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ  
(Reverse Transcription – RT) 
 
     Επειδή το γενετικό υλικό των νοροϊών είναι RNA, η διαδικασία της αντίστροφης 
μεταγραφής κατά την οποία το RNA μετατρέπεται σε cDNA είναι απαραίτητη 
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προκειμένου να ακολουθήσει PCR για την ενίσχυση της περιοχής του γενώματος που 
μας ενδιαφέρει. 
Έτσι, αρχικά ετοιμάζεται το μίγμα το οποίο περιέχει: τυχαίους εκκινητές (random 
primers) d(N9) (Takara Biomedical group, Shiga, Japan) (50nmol/μl, 1μl/tube), 
10mM δεοξυτριφωσφορικά νουκλεοτίδια (dNTPs, 1μl/tube, Ιnvitrogen, UK) και 
απιονισμένο νερό (ddH2O, Sigma, USA) ελεύθερο ριβονουκλεασών (5μl/tube). Σε 
eppendorf των 500μl προστίθεται 7μl/tube του μίγματος και 5μl του εκχυλισμένου 
ιικού RNA, ακολουθεί η φυγοκέντρηση και επώαση των eppendorfs στους 65οC για 
5min. Μετά την επώαση, τα eppendorfs τοποθετούνται στον πάγο και ετοιμάζεται το 
δεύτερο μίγμα το οποίο περιέχει 5X first strand Buffer (4μl/tube), 0,1M 
αντιοξειδωτικό διθειοθρεϊτόλη (DTT, 2μl/tube), αναστολέα ριβονουκλεασών (RNAse 
out, 20units/μl, 0,5μl/tube), ddH2O και η αντίστροφη μεταγραφάση (0,5μl) (Reverse 
Τranscriptase) M-MLV (200units/μl, Ιnvitrogen, UK). Προστίθεται ποσότητα 
(8μl/tube) από το δεύτερο μίγμα και ακολουθεί φυγοκέντρηση και επώαση αυτών σε 
τρεις διαδοχικές θερμοκρασίες : 25οC για 10min, 37οC για 50min και 70οC για 15min.  
 
2.6 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ 
(Polymerase chain reaction – PCR) 
 
Τμήματα του παραγόμενου cDNA  ενισχύθηκαν με την αλυσιδωτή αντίδραση της 
πολυμεράσης (PCR). 
 
2.6.1 Εκκινητικά μόρια 
 
Τα εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση τμημάτων του ιικού 
γενώματος προέρχονται από την υπάρχουσα βιβλιογραφία και παρουσιάζονται στον 
παρακάτω πίνακα.  
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PRIMER 
 
ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑ 5’-3’ 
 
Τm 
 
ΘΕΣΗ 
GI 
 
ΘΕΣΗ 
GII 
 
PCR    
PRODUCT 
GI            GII 
 
mon381 
 
 
CCAGAATGTACAATGGTT
ATGC 
 
49.1 
 
5647-
5668 
Capsid 
 
5362-
5383 
 
321 bp 
 
mon383 
 
 
CAAGAGACTGTGAAGAC
ATCATC 
 
48 
 
4163-
4185 
Capsid 
 
5661-
5683 
 
321 bp 
 
P290 
 
GATTACTCCAAGTGGGAC
TCCAC 
 
65 
 
4568-
4589 
3Dpol 
 
4295-
4317 
 
         1097 bp 
 
G2SKR 
 
 
CCRCCNGCATRHCCRTTR
TACAT 
 
64.0 
 
5652-
5671 
CAPSID 
 
5367-
5389 
 
1097 bp 
 
Πίνακας 4: Ζεύγη εκκινητών ειδικών για την γενετική ομάδα GII, που χρησιμοποιήθηκαν. 
 
2.6.2 PCR 
 
Σε όλες τις αντιδράσεις PCR το μίγμα της αντίδρασης αποτελείται από: 
 cDNA (3μl) 
 dNTPs 10mM, Invitrogen, UK, (5μl) 
 Paq reaction buffer 10x, (5μl) 
 Paq DNA πολυμεράση (5u/μl, Paq5000, Strategene, USA), (0,5μl) 
 Primers (1μl από τον καθένα με συγκέντρωση 50pmol), (2μl) και 
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 ddH2O (nuclease free), (μέχρι τελικό όγκο 50μl) 
   Σε ορισμένες αντιδράσεις προστέθηκε επιπλέον MgCl2 (50mM) ως συνπαράγοντας, 
έτσι ώστε να ενισχυθεί η ποσότητα του προϊόντος της αντίδρασης.  
Για κάθε αντίδραση PCR πραγματοποιείται ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης του 
μορίου στόχου, στους 95ºC για 2min και ακολουθεί η εφαρμογή των διαφορετικών, 
για κάθε ζεύγος εκκινητών, συνθηκών αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιμήκυνσης. 
Το τελικό στάδιο σε όλες τις αντιδράσεις περιλαμβάνει επώαση για 5min στους 72ºC 
για πλήρη σύνθεση των μη ολοκληρωμένων νεοσυντιθέμενων προϊόντων. 
Για την περαιτέρω αύξηση της ευαισθησίας της αντίδρασης, εφαρμόστηκαν δύο 
επιπλέον αντιδράσεις, η Autonested και η Seminested PCR. Και στις δύο 
περιπτώσεις, εφαρμόζεται μια πρώτη PCR για 25 κύκλους και στην συνέχεια το 
προϊόν αυτής υποβάλλεται, κατόπιν αραίωσης, σε μια δεύτερη PCR. Στην περίπτωση 
της Autonested χρησιμοποιούνται οι ίδιοι αρχικοί εκκινητές, ενώ στην Seminested 
χρησιμοποιείται  ένα ζεύγος εκκινητών όπου ο ένας είναι ο πρώτος εκκινητής της 
PCR και ο δεύτερος είναι εσωτερικός.  
 
2.6.3 Autonested PCR 
Για την περαιτέρω αύξηση της ευαισθησίας της αντίδρασης, εφαρμόστηκε η 
Autonested PCR Με την ολοκλήρωση της απλής PCR των 25 κύκλων, το προϊόν 
αυτής υποβάλλεται, σε μια δεύτερη PCR 40 κύκλων στις ίδιες συνθήκες και με το 
ίδιο εκκινητικό ζεύγος, αυξάνοντας έτσι την ευαισθησία. 
 
 
2.7 ΗΛΕΚΤΡΟΦΌΡΗΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΌΝΤΩΝ ΤΩΝ RT-PCR ΚΑΙ 
AUTONESTED PCR 
 
Η οπτική επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων των RT-PCR και autonested PCR 
πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση των προϊόντων τους σε πήκτωμα αγαρόζης με 
συγκέντρωση 2%. Πιο συγκεκριμένα,1,2g αγαρόζης (Invitrogen, UK) και 60ml 1x 
TBE (Tris-Boric acid-EDTA) προστίθενται σε κωνική φιάλη των 250ml. Το μίγμα 
θερμαίνεται σε φούρνο μικροκυμάτων για περίπου 1min, ώστε να λιώσει η αγαρόζη 
και αφήνεται να κρυώσει (περίπου 40˚C). Έπειτα, προστίθεται διάλυμα βρωμιούχου 
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αιθιδίου (EtBr2), ώστε η τελική του συγκέντρωση να είναι 1μg/ml. Το βρωμιούχο 
αιθίδιο παρεμβάλλεται μεταξύ των ζευγών βάσεων του δίκλωνου DNA, φθορίζοντας 
σε μήκος κύματος 290nm. Ύστερα από καλή ανάδευση το διάλυμα τοποθετείται σε 
ειδική θήκη (tray) ηλεκτροφόρησης προκειμένου να πήξει η αγαρόζη. 
Από το προϊόν αναμιγνύονται 10μl με  2μl χρωστική (κυανό της βρωμοφαινόλης) 
και μεταφέρονται στο πήκτωμα αγαρόζης, σε πηγαδάκια τα οποία έχουν σχηματιστεί 
κατά την πήξη της αγαρόζης με την προσθήκη ειδικής χτένας στο ένα άκρο της θήκης 
ηλεκτροφόρησης. Η κατεύθυνση της ηλεκτροφόρησης των αρνητικά φορτισμένων 
DNA προϊόντων είναι από τον αρνητικό πόλο προς τον θετικό πόλο της συσκευής. 
Για τον προσδιορισμό του μήκους των επιθυμητών προϊόντων χρησιμοποιείται 
μάρτυρας μοριακού βάρους όπου στην παρούσα φάση είναι ο 100bp DNA Ladder 
(Invitrogen, UK) σε συγκέντρωση 1μg/μl, ο οποίος εμφανίζει το μοριακό βάρος κάθε 
ζώνης, η οποία απέχει από την γειτονική της 100bp. Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιείται σε ένταση 120Volts για περίπου 1h. Τέλος, το πήκτωμα αγαρόζης 
τοποθετείται πάνω από τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας (Foto 
UV15,Fotodyne,Hartland WI), όπου ελέγχεται και φωτογραφίζεται με Olympus 
digital camera.     
 
2.8 ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ 
 
2.8.1 Καθαρισμός των προϊόντων PCR 
 
Από τα προϊόντα της κάθε autonested ή seminested PCR, ηλεκτροφορούνται σε 
πήκτωμα αγαρόζης 2% ακολουθώντας την παραπάνω διαδικασία προκειμένου να 
προσδιοριστεί το μήκος των επιθυμητών προϊόντων. Οι αντίστοιχες ζώνες στα 
προϊόντα της autonested PCR, απομονώνονται από το πήκτωμα και μεταφέρονται σε 
αποστειρωμένα tubes των 2 ml. Ακολουθεί καθαρισμός των προϊόντων από το 
πήκτωμα αγαρόζης χρησιμοποιώντας το QIAquick® Gel Extraction Kit (Quiagen, 
Germany), εφαρμόζοντας το εσώκλειστο, συνιστώμενο πρωτόκολλο του 
κατασκευαστή. 
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2.8.2 Autonested GoTaq PCR 
 
Μετά τον καθαρισμό των δειγμάτων από το πήκτωμα αγαρόζης, εφαρμόζεται η 
αντίδραση GoTaq PCR. Σκοπός της εφαρμογής αυτής, είναι η εκθετική ενίσχυση των 
συγκεκριμένων περιοχών, χρησιμοποιώντας την αλυσιδωτή αντίδραση της 
πολυμεράσης. 
Η αντίδραση ξεκινά με ένα αρχικό στάδιο αποδιάταξης του DNA στους 95ºC για 
2min, ακολουθεί η εφαρμογή των συνθηκών αποδιάταξης στους 95οC για 1min, 
υβριδοποίησης για 30sec, η θερμοκρασία της οποίας εξαρτάται κάθε φορά από το 
ζεύγος των εκκινητών και επιμήκυνσης στους 72οC για 1min, για 20 κύκλους. Το 
τελικό στάδιο της αντίδρασης περιλαμβάνει την επώαση των δειγμάτων για 5min 
στους 72ºC. Ακολουθεί η ηλεκτροφόρηση αυτών σε 2% συγκέντρωση αγαρόζης και 
ο δεύτερος καθαρισμός τους από το πήκτωμα, με χρήση του προαναφερθέντος κιτ. 
 
2.8.3 Μοριακή κλωνοποίηση των προϊόντων  
 
Η διαδικασία, έλαβε χώρα καθώς υπήρχε η υποψία για ταυτόχρονη ύπαρξη στα 
PCR προιόντα άνω του ενός στελέχους νοροϊών σε αυτά. Έτσι, κάθε κλώνος 
μετασχηματισμένων βακτηριακών κυττάρων που προέκυψε, περιείχε κλωνοποιημένο 
το γενωμικό τμήμα από μόνο ένα διακριτό στέλεχος. Για την πραγματοποίηση της 
μοριακής κλωνοποίησης των προϊόντων της autonested GoTaq PCR καθώς και την 
οπτική επιβεβαίωση της διαδικασίας, ακολουθήθηκαν τέσσερα διαδοχικά βήματα τα 
οποία περιγράφονται παρακάτω. 
 
Α. Αντίδραση λιγάσης 
 
Η αντίδραση αυτή επιτρέπει την ενσωμάτωση του ενισχυμένου, πλέον, γενωμικού 
τμήματος σε πλασμίδιο (φορέα κλωνοποίησης). Ο φορέας κλωνοποίησης που 
χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία είναι ο pGEM®-T Easy Vector System 
(Promega, USA), ο οποίος χρησιμοποιείται για την κλωνοποίηση PCR προϊόντων. 
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Εικόνα 19: Αντίδραση λιγάσης. 
   
Ο φορέας αυτός, περιέχει μια περιοχή πολυσυνδέτη (polylinker), η οποία περιέχει 
μία θέση ενσωμάτωσης με μονόκλωνες ουρές poly(T). Τα προϊόντα της PCR, μετά 
την πραγματοποίηση της αντίδρασης autonested GoTaq PCR, απέκτησαν στα άκρα 
τους poly(A) μονόκλωνες ουρές (συμπληρωματικά άκρα). Το γεγονός αυτό, επέτρεψε 
στην T4 DNA λιγάση του βακτηριοφάγου, να πραγματοποιήσει την σύνδεση τους. Η 
συμπληρωματικότητα αυτών των άκρων, επέτρεψε στα δύο δίκλωνα μόρια DNA να 
ενωθούν μέσω των φωσφοδιεστερικών δεσμών που δημιουργεί η λιγάση ανάμεσα 
στο 3΄υδροξύλιο και την διπλανή 5΄φωσφορική ομάδα του DNA, οδηγώντας τελικά  
στην ένθεση του προϊόντος της PCR (εικόνα 19).        
Η πειραματική διαδικασία της αντίδρασης της λιγάσης έλαβε χώρα στους 25οC για 
2h. Το μίγμα περιείχε  pGEM®-T Easy Vector 50ng, προϊόν autonested GoTaq PCR, 
Τ4 DNA Ligase (3u/μl) και 2x Rapid Ligation Buffer. 
 
 Β. Παραγωγή δεκτικών κυττάρων με χημική μέθοδο (χλωριούχο ασβέστιο - CaCl2) 
 
Για την ανάπτυξη των ανασυνδυασμένων φορέων κλωνοποίησης 
χρησιμοποιήθηκαν βακτηριακά κύτταρα E.coli DH5. Το στέλεχος αυτό δεν είναι 
ικανό να προκαλέσει ανασυνδυασμούς και κατασταλτικές μεταλλάξεις amber. 
Επίσης, η φ80 lacZ ΔΜ15 μετάλλαξη στην αλληλουχία του γενώματός του, επιτρέπει 
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α-συμπληρωματικότητα με το αμινοτελικό τμήμα της β-γαλακτοσιδάσης (τμήμα α) 
που κωδικοποιείται από τον φορέα κλωνοποίησης. Το τμήμα Ω της β-
γαλακτοσιδάσης κωδικοποιείται από το βακτηριακό γένωμα. Τέλος, για τον 
σχηματισμό ενεργού ενζύμου, απαιτείται και το τμήμα α, το οποίο κωδικοποιείται 
από τον φορέα, εσωτερικά του οποίου υπάρχει η περιοχή πολυσυνδέτη, που η 
παρουσία της δεν διαταράσσει το αναγνωστικό πλαίσιο. 
Η πειραματική διαδικασία ξεκινά με την συλλογή βακτηριακών κυττάρων, τα 
οποία είναι αποθηκευμένα στους -80οC και τη μεταφορά τους στο αποστειρωμένο 
θρεπτικό υπόστρωμα LB Broth (20g/L, Sigma, USA). Ακολουθεί η επώαση τους για 
16h (overnight) στους 37οC στις 210 στροφές/λεπτό και στην συνέχεια μετριέται η 
απορρόφηση τους σε OD600, έτσι ώστε να διακοπεί η κυτταρική ανάπτυξη 
(τοποθέτηση σε πάγο) όταν τα κύτταρα φτάσουν στην εκθετική φάση της ανάπτυξης 
τους (0,450-0,550Α). Στην συνέχεια, φυγοκεντρούνται στις 4000 rpm για 10min 
στους 4οC και απορρίπτεται το υπερκείμενο, διαλυτοποιείται το ίζημα σε  παγωμένου 
CaCl2 συγκέντωσης 0,1M (Sigma, USA), η διαδικασία επαναλαμβάνεται ακόμη μία 
φορά. 
 
  Γ. Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων 
 
Η διαδικασία ενσωμάτωσης του ανασυνδυασμένου φορέα κλωνοποίησης στα 
επιδεκτικά βακτηριακά κύτταρα, ξεκινά με τη μεταφορά αυτών σε αποστειρωμένα 
tubes. Ακολουθεί η προσθήκη του μισού ποσού της αντίδρασης της λιγάσης, του κάθε 
δείγματος, σε αντίστοιχο tube και μετά από ήπια ανάδευση, τοποθετούνται στον πάγο 
για 30min. Στην συνέχεια, επωάζονται σε υδατόλουτρο στους 42οC για 90sec και  
ακολούθως μεταφέρονται και πάλι στον πάγο για 2min (heat shock). Μετά την 
ολοκλήρωση της διαδικασίας heat shock, μεταφέρεται ποσότητα των 
μετασχηματισμένων δεκτικών κυττάρων σε falcon με LB Broth και επωάζονται στους 
37
οC στις 180 στροφές/λεπτό για 1h, ο σκοπός αυτής της επώασης είναι η 
«επούλωση» της πλασματικής μεμβράνης των βακτηριακών κυττάρων. Τέλος, 
επιστρώνεται ποσότητα από την κάθε καλλιέργεια σε τριβλίο, το οποίο περιέχει LB 
Agar (30g/L, Scharlau, Spain) και αμπικιλίνη (6,6mg/ml) και κατόπιν προστίθεται 
ποσότητα της οργανικής ενώσεως X-gal (50mg/ml, Promega, USA). Τα τριβλία 
επωάζονται για 16h στους 37οC. 
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Ο φορέας κλωνοποίησης περιέχει γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό 
αμπικιλίνη, η οποία παρεμβαίνει στη σύνδεση των μονάδων πεπτιδογλυκάνης και 
αναστέλλει τη σύνθεση κυτταρικού τοιχώματος, έτσι, αποτρέπεται η ανάπτυξη άλλων 
βακτηριακών κυττάρων στο τριβλίο καλλιέργειας, πέραν όσων έχουν 
μετασχηματιστεί με τον φορέα κλωνοποίησης. Επίσης, στα βακτήρια που 
χρησιμοποιήθηκαν, όταν αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει την 
ουσία X-gal, η διάσπαση της από την β-γαλακτοσιδάση παράγει ένα αδιάλυτο προϊόν 
μπλε χρώματος.  
Έτσι, όταν στον φορέα κλωνοποίησης δεν έχει εισαχθεί στην περιοχή πολυσυνδέτη 
το επιθυμητό ένθεμα, παράγεται το τμήμα α της β-γαλακτοσιδάσης, σχηματίζοντας το 
ενεργό ένζυμο και η X-gal διασπάται παράγοντας μπλε αποικίες. Στην περίπτωση που 
έχει γίνει ένθεση του προϊόντος PCR στην περιοχή πολυσυνδέτη, το αναγνωστικό 
πλαίσιο του τμήματος α της β-γαλακτοσιδάσης διαταράσσεται, με αποτέλεσμα να μην 
παραχθεί το ενεργό ένζυμο και οι αποικίες να εμφανίζονται λευκές (εικόνα 17). 
Η πειραματική διαδικασία συνεχίζεται  με την συλλογή των λευκών αποικιών, την 
εισαγωγή τους στο υγρό θρεπτικό υπόστρωμα LB Broth, το οποίο περιέχει αμπικιλίνη 
και ακολουθεί η επώαση τους για 16h στους 37οC σε 210 στροφές/λεπτό. Ακολουθεί 
η εκχύλιση του πλασμιδιακού DNA με τη χρήση του NucleoSpin® Plasmid 
(Macherey-Nagel, Germany), σύμφωνα με το συνοδευτικό προτεινόμενο πρωτόκολλο 
του κατασκευαστή, έτσι ώστε να απομονωθεί ο ανασυνδυασμένος φορέας από τις 
λευκές αποικίες. 
 
           
Εικόνα 20: Διάκριση μεταξύ μπλε και λευκών αποικιών για τον εντοπισμό 
ανασυνδυασμένων  φορέων κλωνοποίησης 
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Δ. Πέψη με EcoRI 
 
 
 
Εικόνα 21 : Ο χάρτης του φορέα pGEM T-Easy, όπου παρατηρείται η θέση έναρξης αντιγραφής 
(ori), το γονίδιο β λακταμάση που προσφέρει ανθεκτικότητα στην Amp (Ampr), το οπερόνιο lac, η 
θέση αναγνώρισης από ένζυμο περιορισμού, η θέση έναρξης της μεταγραφής από την Τ7 RNA 
πολυμεράση κ.λ.π. (Πηγή: εργαστηριακός οδηγός του κιτ της Promega “ Cloning PCR Products with 
pGEM-T and pGEM-T Easy Vectors”.) 
 
Η πραγματοποίηση αυτής της αντίδρασης είναι σημαντική για την επιβεβαίωση 
της ένθεσης ολόκληρου του ενθέματος στον πολυσυνδέτη του φορέα κλωνοποίησης 
(εικόνα 20). Η πέψη γίνεται με το ένζυμο περιορισμού EcoRI (Restriction Enzyme 
EcoRI, Takara Biomedical group, Shiga, Japan), του οποίου θέσεις αναγνώρισης στον 
πλασμιδιακό φορέα υπάρχουν μόνο εκατέρωθεν της θέσης ενσωμάτωσης στον 
πολυσυνδέτη (εικόνα 22).  
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Εικόνα 22: Θέσεις αναγνώρισης του ενζύμου EcoRI στον πλασμιδιακό φορέα  
(www.scq.ubc.ca) 
          
 
Για την αντίδραση χρησιμοποιήθηκε ποσότητα από το εκχυλισμένο πλασμιδιακό 
DNA, 10x H Buffer, ένζυμο EcoRI και  ddH2O. Ακολούθησε επώαση στους 37
οC για 
2h, ενώ με το πέρας της επώασης προστέθηκαν 3μl 10x Loading Buffer έτσι ώστε να 
σταματήσει η αντίδραση. Η ποσότητα που προκύπτει ηλεκτροφορείται σε πήκτωμα 
αγαρόζης 2%.  
 
 2.8.4 Εύρεση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των κλωνοποιημένων προϊόντων 
(αλληλούχιση)  
Η αλληλούχιση των κλωνοποιημένων προϊόντων της autonested GoTaq PCR 
πραγματοποιήθηκε από την εταιρεία Macrogen Inc. (Seoul, Korea), με εκκινητές τους 
προαγωγείς T7 και SP6 του φορέα κλωνοποίησης, οι οποίοι βρίσκονται εκατέρωθεν 
της θέσης ενσωμάτωσης. 
 
2.8.5 Επεξεργασία των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών  
Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που κλωνοποιήθηκαν, μελετήθηκαν ως προς την 
ομοιότητα και εξελικτική τους σχέση συγκριτικά με τις αλληλουχίες προτύπων και 
κλινικών στελεχών των νοροϊών και καταχωρήθηκαν στην παγκόσμια γονιδιακή 
τράπεζα δεδομένων (GenBank).  
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Η φυλογενετική ανάλυση των αλληλουχιών αυτών πραγματοποιήθηκε με χρήση 
προγραμμάτων βιοπληροφορικής  τα οποία αναφέρονται κατωτέρω και  διατίθενται 
δωρεάν στο διαδίκτυο. 
 
2.8.6 Διόρθωση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών 
Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης, παραλαμβάνονται με τη μορφή 
χρωματογραφήματος (εικόνα 23) πριν την επεξεργασία του οποίου, απαιτείται ο 
έλεγχος και η διόρθωση πιθανών λαθών. Τέτοια λάθη μπορεί να αποτελούν πιθανά 
κενά στην αλληλουχία, δηλαδή κορυφές του χρωματογραφήματος που δεν έχουν 
διαβαστεί και υπολείπονται από το κείμενο που αντιστοιχεί στην πρωτοδιάταξη της 
αλληλουχίας, καθώς και κάποιες κορυφές που αναγνωρίζονται ως Ν, δηλαδή ως 
πιθανή ύπαρξη στην συγκεκριμένη θέση, οποιασδήποτε από της Α, Τ, G ή C βάσης. 
Στις περιπτώσεις όπου δεν είναι δυνατή η ασφαλής διόρθωση κάποιας αλληλουχίας, 
ζητείται η επανάληψη της αλληλούχισης (resequencing). 
 
 
Εικόνα 23: Οι «κορυφές» του χρωματογραφήματος αντιστοιχούν στις διαφορετικές βάσεις 
της αλληλουχίας του DNA. 
 
 
2.8.7 Αναζήτηση ομόλογης αλληλουχίας 
Η αναζήτηση της κοντινότερης ή όμοιας αλληλουχίας πραγματοποιείται μέσα από 
ένα σύνολο αλληλουχιών, που βρίσκονται κατατεθειμένες στις διεθνείς τράπεζες 
δεδομένων (GenBank), με τη βοήθεια του προγράμματος βιοπληροφορικής  BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool), το οποίο διατίθεται ελεύθερα στο διαδίκτυο. Ο 
αλγόριθμος BLAST, αναζητά κατατεθειμένες αλληλουχίες ή τμήματα αυτών, στη 
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GenBank, οι οποίες παρουσιάζουν υψηλή ομολογία με την υπό μελέτη αλληλουχία. Η 
ποιότητα κάθε στοίχισης ποσοτικοποιείται σε μία κλίμακα και οι τοπικές στοιχίσεις 
με την υψηλότερη βαθμολογία συσχέτισης (HSPs – high scoring segment pairs) 
καταγράφονται σε μορφή πίνακα. Ο πίνακας αυτός, παρουσιάζει τελικά τις πιο 
«συγγενικές» αλληλουχίες, κατά σειρά μειωμένης βαθμολογίας συσχέτισης κατά 
συνέπεια και ομολογίας. 
 
2.8.8 Ομοπαράθεση νουκλεοτιδικών και αμινοξικών αλληλουχιών 
Το πρώτο βήμα στην ανάλυση των αλληλουχιών και την κατασκευή 
φυλογενετικών δέντρων είναι η στοίχιση των υπό μελέτη γενωμικών τμημάτων. Στη 
παρούσα εργασία η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα ClustalW, 
το οποίο διατίθεται ελεύθερα στο διαδίκτυο (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/). Τα 
αποτελέσματα που προέκυψαν από το ClustalW χρησιμοποιήθηκαν για την 
φυλογενετική μελέτη, η οποία απαιτεί τοπολογική ομολογία. Αυτό σημαίνει, ότι τα 
νουκλεοτίδια που παρατηρούνται σε μία συγκεκριμένη θέση στις διάφορες 
ταξινομικές βαθμίδες «κατάγονται» από μία συγκεκριμένη θέση ενός κοινού 
προγόνου. Όταν λοιπόν, δύο ή περισσότερες, υποθετικά ομόλογες αλληλουχίες έχουν 
διαφορετικό μήκος, τότε η τοποθέτηση των κενών επιτρέπει την ανάκτηση αυτής της 
τοπολογικής ομολογίας. 
 Επίσης, με το πρόγραμμα ClustalW πραγματοποιήθηκαν οι στοιχίσεις των 
νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των νοροϊικών στελεχών των δειγμάτων που 
μελετήθηκαν, με τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των στελεχών με τα οποία 
εμφανίζουν την υψηλότερη ομοιότητα αλληλουχίας το καθένα, καθώς επίσης και με 
των προτύπων στελεχών Norwalk (AF093797.1) όταν αναμένεται το στέλεχος να 
ανήκει στην γενετική ομάδα GI και Lordsdale (X86557.1) όταν αναμένεται να ανήκει 
στην γενετική ομάδα GII. 
Επιπρόσθετα, χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Gene Runner V. 3.05 για την 
ανάκτηση των αμινοξικών αλληλουχιών από τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των 
στελεχών των δειγμάτων που μελετήθηκαν. 
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2.8.9 Κατασκευή φυλογενετικών δένδρων 
Η κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων έλαβε χώρα με τη μέθοδο Neighbor 
Joining – NJ, χρησιμοποιώντας την παράμετρο p-distance. Το πρόγραμμα που 
χρησιμοποιήθηκε για τη κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων ήταν το MEGA 4. 
Η μέθοδος Neighbor Joining είναι μία μέθοδος πολλαπλής στοίχισης αλληλουχιών 
με ταυτόχρονη μετατροπή της διαφοροποίησης αυτών, όπως για παράδειγμα του 
ποσοστού των καταλοίπων που διαφέρουν μεταξύ των δύο αλληλουχιών, σε 
εξελικτική απόσταση. Η στοίχιση πραγματοποιείται προοδευτικά (Progressive 
Alignment). Αρχικά στοιχίζονται οι δύο πιο συγγενικές αλληλουχίες, ενώ εν 
συνεχεία, για την προσθήκη των επόμενων αλληλουχιών, οι δύο πρώτες αλληλουχίες 
αντιμετωπίζονται ως μία. Μετά τη στοίχιση της επόμενης συγγενικής αλληλουχίας, οι 
τρεις πρώτες αλληλουχίες αντιμετωπίζονται ως μία και ούτω καθεξής. Το βασικό 
πλεονέκτημα της μεθόδου NJ είναι ότι δεν χρησιμοποιεί κάποιο υποθετικό μοριακό 
ρολόι, με αποτέλεσμα να αποδίδει πιο σωστά την φυλογένεση, όταν διαφορετικές 
γενιές (lineages) παρουσιάζουν ετερογένεια ως προς τον εξελικτικό τους ρυθμό.  
Τέλος, η παράμετρος p-distance ή observed distance (παρατηρούμενη απόσταση), 
εκφράζει την αναλογία των διαφορετικών ομόλογων θέσεων μεταξύ των 
διαφορετικών αλληλουχιών και εκφράζεται ως ο αριθμός των νουκλεοτιδικών 
διαφορών ανά θέση. Στηρίζεται στη βασική αρχή της απλούστερης προσέγγισης για 
τον υπολογισμό της απόκλισης μεταξύ δύο κλώνων στοιχισμένων DNA 
αλληλουχιών, η οποία είναι η μέτρηση των θέσεων όπου αυτοί διαφέρουν. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ PCR ΓΙΑ ΤΑ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ  ΚΑΙ ΚΛΙΝΙΚΑ 
ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
  Από τα 13 περιβαλλοντικά και 10 κλινικά δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στη 
συγκεκριμένη εργασία, θετικά στην ανίχνευση των Νοροϊών  ήταν  τα παρακάτω: 
 
ΔΕΙΓΜΑΤΑ 
ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ 
ΔΕΙΓΜΑΤΑ                         
ΚΛΙΝΙΚΑ 
ΖΕΥΓΟΣ ΕΚΚΙΝΗΤΩΝ 
GN2 ΑΚ1 
ΜΟΝ381-ΜΟΝ383 
LR13 ΑΚ2 
LR15 ΑΚ4 
 ΑΚ6 
 ΑΚ9 
  
Πίνακας 5: Θετικά δείγματα ύστερα από την αντίδραση RT-PCR με την χρησιμοποίηση 
των εκκινητών ΜΟΝ381-ΜΟΝ383. 
 
Τα δείγματα GN2, LR13 και LR15 είναι περιβαλλοντικά δείγματα τα οποία 
προέρχονται από τον Βιολογικό Καθαρισμό Λάρισας (LR13 και LR15) και από τον 
Βιολογικό Καθαρισμό του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων (GN2). Τα 
δείγματα ΑΚ1, ΑΚ2, ΑΚ4, ΑΚ6 και ΑΚ9 είναι κλινικά δείγματα και προέρχονται 
από το Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων. 
Αρχικά, χρησιμοποιήσαμε το ζεύγος εκκινητών MON381-MON383  το οποίο 
ενισχύει μια συντηρημένη περιοχή του γενώματος. Το ζεύγος αυτό των εκκινητών 
στοχεύει στην περιοχή του αναγνωστικού πλαισίου ORF2 όπου κωδικοποιείται η 
κύρια δομική πρωτεΐνη του καψιδίου (VP1) . 
Ενδεικτικά, στην παρακάτω εικόνα παρουσιάζονται τα θετικά αποτελέσματα της 
AutoNested PCR  με το ζεύγος εκκινητών MON381-MON383 για μερικά από τα 
δείγματα από το σύνολο των δειγμάτων που δοκιμάστηκαν. 
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 Εικόνα 24: Μ: μάρτυρας μοριακού βάρους, στη θέση 1 έχουμε το δείγμα ΑΚ1, στη 
θέση 2 το δείγμα ΑΚ2, στη θέση 3 το ΑΚ4, στη θέση 4 το ΑΚ6, στη θέση 5 το ΑΚ9 και στη 
θέση 6 τον αρνητικό μάρτυρα ddH2O. 
 
Από την παραπάνω εικόνα παρατηρούμε ότι τα συγκεκριμένα κλινικά δείγματα 
έχουν ενισχυθεί σωστά καθώς όλες οι ζώνες των προϊόντων βρίσκονται στο σωστό 
ύψος σύμφωνα με το μάρτυρα μοριακού βάρους των 100bp της εταιρίας Ιnvitrogen. 
Το σωστό και αναμενόμενο ύψος είναι 321bp. 
 Τα θετικά προϊόντα της Autonested PCR κλωνοποιήθηκαν με σκοπό να ληφθεί το 
συγκεκριμένο νοροϊικό στέλεχος. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η αλληλούχιση 
των ανιχνευθέντων γενωμικών αλληλουχιών με σκοπό την μοριακή και φυλογενετική 
ανάλυση του στελεχών των θετικών δειγμάτων. Έτσι, μετά τη λήψη του 
χρωματογραφήματος, την επεξεργασία και την αναζήτηση της ομόλογης 
αλληλουχίας, με την βοήθεια των προγραμμάτων βιοπληροφορικής, διαπιστώθηκε ότι 
τα δείγματα αυτά αποτελούνε στελέχη τη ομάδας GII.  
Στο σχήμα 1 απεικονίζεται η περιοχή στο γένωμα του νοροϊού που ανιχνεύτηκε με 
τα εκκινητικά μόρια MON381-MON383. 
 
 
  Μ    ΑΚ1  ΑΚ2   ΑΚ4   ΑΚ6   ΑΚ9     Η2Ο 
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Σχήμα 1: Απεικόνιση των θέσεων αναγνώρισης των εκκινητών ΜΟΝ381 – ΜΟΝ383 στο 
γένωμα του ιού. 
 
Έπειτα, χρησιμοποιήσαμε ένα δεύτερο ζευγάρι εκκινητών με σκοπό να 
ενισχύσουμε διαφορετικές περιοχές των θετικών μας δειγμάτων με εκκινητές οι 
οποίοι σχεδιάστηκαν με βάση τα πρότυπα στελέχη της ομάδας GII (Lordsdale, Snow 
Mountain και Hawaii) που είναι κατατεθειμένα στην GenBank. Το ζευγάρι εκκινητών 
που χρησιμοποιήθηκε ήταν τα εκκινητικά μόρια P290-G2SKR (4290-5370) με βάση 
την βιβλιογραφία, καλύπτουν το σημείο ανασυνδυασμού και στοχεύουν σε 
συντηρημένες περιοχές μέσα στα 2 γονίδια (ORF1-ORF2).  
Από τα θετικά δείγματα που εξετάστηκαν για την ύπαρξη νοροϊκού στελέχους  με 
το δεύτερο ζευγάρι εκκινητών μόνο ένα βρέθηκε θετικό. Το δείγμα αυτό ήταν το 
ΑΚ1 το οποίο όπως αναφέρθηκε και παραπάνω  είναι κλινικό δείγμα κοπράνων το 
οποίο προήλθε από ασθενή του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων. 
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Εικόνα 25: Εικόνα της ηλεκτροφόρησης του θετικού δείγματος ΑΚ1 μετά από την 
ενίσχυσή του με τα  εκκινητικά μόρια P290-G2SKR. Στον μαύρο κύκλο εντοπίζεται η ζώνη 
στο αναμενόμενο μέγεθος των  1097 bp.  
 
Ακολούθησε κλωνοποίηση του στελέχους αυτού, αλληλούχιση καθώς και 
φυλογενετική ανάλυση για να καταλήξουμε στο συμπέρασμα ότι το κλινικό δείγμα 
ΑΚ1 ομαδοποιείται με στελέχη από την GenBank τα οποία ανήκουν στην γενετική 
ομάδα GII4. 
Στο σχήμα 2 απεικονίζεται η περιοχή στο γένωμα του νοροϊού που ανιχνεύτηκε με 
τα εκκινητικά μόρια P290-G2SKR . 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:55:31 EET - 137.108.70.7
 64 
 
 
Σχήμα 2: Η περιοχή στο γένωμα του Νοροϊού που ανιχνεύτηκε με τα εκκινητικά μόρια 
P290-G2SKR. 
 
3.2 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ ΑΚ1 
Η κατασκευή του φυλογενετικού δένδρου έχει ως σκοπό την ταξινόμηση του 
στελέχους που εντοπίστηκε σε επίπεδο γενετικής ομάδας. Έτσι, το νέο στέλεχος AK1 
συγκρίθηκε με τα στελέχη όπου, με βάση το πρόγραμμα βιοπληροφορικής BLAST, 
εμφάνιζε μεγαλύτερη ομοιότητα. 
Το φυλογενετικό δέντρο του κλινικού δείγματος ΑΚ1 παρατίθεται στην επόμενη 
σελίδα.  
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Ανωτέρω σε μεγέθυνση απεικονίζεται μέρος του προηγούμενου φυλογενετικού 
δένδρου όπου το στέλεχος ΑΚ1 παρουσιάζεται με τα συσχετιζόμενα στελέχη στην 
αντίστοιχη γενωμική περιοχή τα οποία είναι προσβάσιμα στη γονιδιακή τράπεζα 
Genbank. Παρατηρούμε ότι το στέλεχος ΑΚ1 ομαδοποιείται με τα πρότυπα στελέχη 
της γενετικής GII4  (Lordsdale, Snow Mountain και Hawaii). Επιπλέον το στέλεχος 
αυτό βρίσκεται φυλογενετικά πιο κοντά με στελέχη που έχουν απομονωθεί στην 
Αγγλία (HF952121 –HF952135-HF952123-HF952127-HF952125)  και στην 
Αυστραλία (JX459902). 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Οι νοροϊοί κατέχουν την κυρίαρχη θέση ως αιτία πρόκλησης κρουσμάτων μη 
βακτηριακής οξείας γαστρεντερίτιδας. Η ασθένεια αυτή, αν και συνήθως δεν διαρκεί 
για αρκετό διάστημα σε υγιή άτομα, μπορεί να οδηγήσει σε σοβαρότερες 
παθολογικές καταστάσεις σε ευπαθείς ομάδες (μικρά παιδιά, ηλικιωμένοι , 
ανοσοκατεσταλμένοι). Η εύκολη διάδοση της μόλυνσης από νοροϊό οδηγεί συχνά σε 
επιδημία σε τμήματα του πληθυσμού τα οποία δραστηριοποιούνται σε  χώρους 
«κλειστού περιβάλλοντος» όπου η μετάδοση του ιού πραγματοποιείται είτε από 
άτομο σε άτομο είτε από μολυσμένη τροφή είτε πόσιμο νερό. Η ανίχνευσή τους 
κρίνεται ιδιαίτερα σημαντική διότι οι νοροϊοί είναι ιδιαίτερα ανθεκτικοί ακόμη και 
μετά την επεξεργασία τους σε βιολογικούς καθαρισμούς. Η  ανίχνευση, επομένως, 
των νοροϊών είναι ένα σημαντικό μέσο για την πρόληψη επιδημίας.  
Μέχρι πρόσφατα, η ανίχνευσή τους βασίζονταν στην ηλεκτρονική μικροσκοπία 
καθώς οι προσπάθειες αναπαραγωγής του παράγοντα αυτού σε κυτταροκαλλιέργειες 
και σε πειραματόζωα δεν είχε επιτυχία. Σήμερα, οι αποτελεσματικότερες διαθέσιμες 
μέθοδοι ανίχνευσης και μελέτης των νοροϊών είναι οι μοριακές, σε επίπεδο RNA 
γενώματος. Η διαδικασία της ιικής ανίχνευσης πραγματοποιείται μέσω της μοριακής 
μεθόδου RT-PCR με τυπο-ειδικά ή εκφυλισμένα εκκινητικά μόρια. Επίσης, λόγω της 
μικρής συγκέντρωσης ιοσωματιδίων στα περιβαλλοντικά δείγματα συνήθως 
απαιτείται η εφαρμογή των Αutonested PCR για την αύξηση της ευαισθησίας. Το 
γεγονός αυτό μπορεί να οδηγήσει σε προβλήματα όπως είναι η επιμόλυνση των 
δειγμάτων  και κατά συνέπεια τη δημιουργία ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων. Ένα 
άλλο σημαντικό πρόβλημα είναι ότι οι νοροϊοί αποτελούν μία εξαιρετικά 
ευμετάβλητη και ετερογενή ομάδα ιών καθιστώντας την δημιουργία ευρείας χρήσης 
εκκινητών πολύ δύσκολη.  
Στην παρούσα εργασία εφαρμόστηκαν μοριακές τεχνικές και αλληλούχιση για την 
ανίχνευση νοροϊών της GII ομάδας σε 13 περιβαλλοντικά δείγματα τα οποία 
προήλθαν από τον βιολογικό καθαρισμό της Λάρισας, της Γιάννουλης, του 
Τυρνάβου, της Καρδίτσας, των Τρικάλων και των Ιωαννίνων καθώς και σε 10 
κλινικά δείγματα από το Πανεπιστημιακό Νοσοκομείο Ιωαννίνων. Οι εκκινητές που 
χρησιμοποιήσαμε ήταν το ζευγάρι ΜΟΝ381-383  οι οποίοι στοχεύουν στην περιοχή 
του γονιδίου στο καψίδιο και συγκεκριμένα στις θέσεις 5361-5674. Ακολούθησε 
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autonested PCR για να αυξήσουμε την ευαισθησία της μεθόδου και στη συνέχεια τα 
θετικά δείγματα κλωνοποιήθηκαν, αλληλουχήθηκαν και ταυτοποιήθηκαν μέσω Blast. 
Τα θετικά δείγματα που προέκυψαν ήταν τα εξής: GN2, LR13, LR15 
(περιβαλλοντικά),  ΑΚ1, ΑΚ2, ΑΚ4, ΑΚ6 και ΑΚ9 (κλινικά). 
Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε η ενίσχυση διαφορετικής περιοχής του γενώματος στα 
θετικά δείγματα που προέκυψαν, με τους εκκινητές P290-G2SKR (4290-5370). Οι 
εκκινητές αυτοί, σχεδιάστηκαν με βάση τα πρότυπα στελέχη GII που βρίσκονται 
κατατεθειμένα στην GenBank και τα οποία καλύπτουν το σημείο ανασυνδυασμού. 
Επίσης, στοχεύουν (βάση της βιβλιογραφίας) σε συντηρημένες περιοχές μεταξύ των 
δύο γονιδίων ORF1 και ORF2 . Πιο συγκεκριμένα, τα εκκινητικά αυτά μόρια 
στοχεύουν  στο ανοιχτό πλαίσιο ORF1, σε  μια περιοχή όπου βρίσκεται η RNA-
εξαρτώμενη RNA πολυμεράση ( RdRp) καθώς επίσης και στο ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης ORF2 όπου κωδικοποιείται μια από τις κύριες δομικές καψιδικές 
πρωτεΐνες, η VP1. Από όλα τα θετικά, μόνο το ένα ενισχύθηκε με το δεύτερο ζεύγος 
εκκινητών, και συγκεκριμένα το κλινικό δείγμα ΑΚ1. Έπειτα, ακολούθησε 
κλωνοποίηση του στελέχους αυτού, αλληλούχιση καθώς και φυλογενετική ανάλυση 
για να καταλήξουμε στο συμπέρασμα ότι το κλινικό δείγμα ΑΚ1 ομαδοποιείται με 
στελέχη από την GenBank τα οποία ανήκουν στην γενετική ομάδα GII4 μεταξύ των 
οποίων βρίσκονται και τα πρότυπα στελέχη Lordsdale, Snow Mountain και Hawaii. 
Επιπλέον, μετά από την ανάγνωση του φυλογενετικού του δέντρου, καταλήξαμε στο 
συμπέρασμα ότι το στέλεχος αυτό βρίσκεται φυλογενετικά πιο κοντά με στελέχη που 
έχουν απομονωθεί στην Αγγλία (HF952121–HF952135-HF952123-HF952127-
HF952125) και στην Αυστραλία (JX459902). 
 Η GII.4 ομάδα όπου βρέθηκε ότι ανήκει το στέλεχος ΑΚ1, έχει συσχετιστεί με 
πανδημίες τις τελευταίες δεκαετίες με αποτέλεσμα να έχει συγκεντρώσει το 
μεγαλύτερο ενδιαφέρον για τον καθορισμό των χαρακτηριστικών γνωρισμάτων της. 
Η κατανόηση της εξέλιξης της GII.4 γενετικής ομάδας των νοροιών είναι μεγάλης 
σημασίας ώστε να διευκρινιστεί ο τρόπος με τον οποίο οι ιοί αυτοί μπορούν και 
αποφεύγουν το ανθρώπινο ανοσοποιητικό σύστημα. Αναλύσεις των φυλογενετικών 
δέντρων της ομάδας GII.4 των νοροιών έδειξαν ότι οι ιοί αυτοί εξελίχθηκαν και πως 
μερικές υποομάδες τους διατηρήθηκαν για αρκετά έτη (Camberwell και Grimsby). Το 
πρότυπο της εξέλιξης προτείνει, ότι ένας πληθυσμός προερχόμενος από τον ιό φθάνει 
σε μια περίοδο φαινοτυπικής στασιμότητας, κατά την διάρκεια της οποίας, μπορούν 
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να συσσωρευτούν ουδέτερες μεταλλάξεις, οι οποίες δεν ασκούν καμία επιρροή στην 
λειτουργία του ιού. Ο προερχόμενος ιικός πληθυσμός περνά ένα διάστημα 
κατέχοντας ουδέτερες μεταλλάξεις, ώσπου τελικά να εμφανιστεί μια σπάνια 
μετάλλαξη και να επιτρέψει στον ιό να αρχίσει και πάλι να πολλαπλασιάζεται. 
 Είναι αξιοσημείωτο το γεγονός ότι, το στέλεχος ΑΚ1 στην παρούσα εργασία 
πιθανολογείται ότι αποτελεί μια νέα παραλλαγή στελέχους της ομάδας GII4 των 
νοροιών.   
Συμπερασματικά, η παρούσα εργασία αποτελεί μια προσπάθεια για την 
αλληλούχιση στελεχών των νοροϊών τα οποία κυκλοφορούν στον ελληνικό πληθυσμό 
και κρίνεται αναγκαία η αλληλούχιση όσο το δυνατόν περισσότερων γενωμικών 
περιοχών τους, προκειμένου να καταστούν εφικτές φυλογενετικές και 
επιδημιολογικές μελέτες.  
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